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ABSTRAK 
 
Nama : Siti Fauziah 
Nim : 60500112025 
Judul : Kemampuan Isolat Bakteri C1F (Klebsiella sp.) dalam Menurunkan 
Kadar Fenol pada Limbah Laboratorium Kimia UIN Alauddin 
Makassar  
 
Setiap tahun fenol digunakan pada aktivitas  praktikum laboratorium Kimia 
UIN Alauddin Makassar. Alternatif penanggulangan limbah fenol adalah secara 
biologis, yaitu dengan proses degradasi melibatkan bakteri, yang mana kandungan 
fenol dalam air akan direduksi menjadi sekecil mungkin. Bakteri yang berpotensi 
dalam mendegradasi fenol seperti bakteri Klebsiella sp. Bakteri ini menggunakan 
fenol sebagai sumber karbon dalam pembentukan energi dan pertumbuhannya dengan 
menghasilkan enzim fenol hidrokilase. Tujuan penelitian ini untuk menentukan waktu 
inkubasi optimal Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol, mengetahui karakteristik 
limbah sebelum dan setelah penambahan isolat bakteri Klebsiella sp. dan kemampuan 
aktivitas Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol pada limbah cair laboratorium. 
Tahapan penelitian meliputi uji pendahuluan (pengukuran kadar fenol, pH, TSS, 
BOD dan COD) pada limbah, pengukuran kurva pertumbuhan, laju degradasi, uji 
degradasi pada limbah dan uji akhir dengan parameter yang sama. Laju degradasi dan 
uji degradasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan metode kolometrik 
menggunakan reagen folin ciocaltaeu. 
Hasil penelitian menunjukkan Klebsiella sp. mempunyai waktu inkubasi 
optimal 60 jam dengan laju degradasi 5,52 mg/L.Jam. Konsentrasi fenol, BOD dan 
COD mengalami penurunan, sedangkan nilai pH dan TSS meningkat. Klebsiella sp. 
mampu mendegaradasi fenol pada limbah cair laboratorium kimia dengan laju 
degradasi pada limbah Analitik 0,225 mg/L.jam; limbah Kimia Fisika                   
0,143 mg/L.jam dan Limbah Anorganik 3,49 mg/L.jam dengan waktu kontak 60 jam. 
 
Kata kunci : Laboratorium, Limbah Fenol, Biodegradasi dan Bakteri Klebsiella sp. 
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ABSTRACK 
 
Name : Siti Fauziah 
NIM : 60500112025 
Title of Essay : The Ability Isolates Bacteria of C1F (Klebsiella sp.) Lowering 
     Levels of Phenol in Waste Chemical Laboratory UIN    
Alauddin  Makassar 
 
Every year  phenol used in practicum activities the chemistry laboratory UIN 
Alauddin Makassar. The alternative tackle of phenol waste was done biologically, 
namely done by degradation process involving bacteria, and the contain of phenol in 
the water would be reducted as small as possible. Bacteria that potentially degraded 
phenol was the bacteria of Klebsiella sp. This bacteria used phenol as carbon source 
in energy formation and growth by producing phenol hidroxylase enzyme. The 
objective of this research was to decide optimal incubation time of Klebsiella sp. in 
degrading phenol, to know the characteristics of waste before and after the addition of 
bacterial isolate of Klebsiella sp. and ability of Klebsiella sp.‟s activity in degrading 
phenol in liquid waste laboratory. The stages of this research included preliminary 
study (the measurements of phenol, pH, TSS, BOD, and COD) on waste, the growth 
curve measurement, the degradation rate, the degradation test on waste, and the final 
test with the same parameter. The degradation rate and the degradation test used 
spectrophotometer UV-Vis with the colorimetric method using folin-ciocalteu 
reagent. 
The result of this research showed that Klebsiella sp. had optimal incubation 
time 60 hours with the degradation rate 5,52 mg/L.hour. Phenol consentration, BOD 
and COD decreased, while the value of pH and TSS increased. Klebsiella sp. was 
able to degrade phenol in liquid waste of chemistry laboratory with degradation rate 
on the waste Analytic 0,225 mg/L.hour, Kimia Fisika waste 0,143 mg/L.hour, and 
Inorganic waste 3,49 mg/L.hour with the contact time 60 hours. 
Keywords: Laboratory, Phenol Waste,Biodegradation, and The Bacteria of   
        Klebsiella sp. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A. Latar Belakang 
Populasi manusia yang terus bertambah mengakibatkan kebutuhan manusia 
semakin bertambah. Pemenuhan kebutuhan mendorong perkembangan industri 
semakin pesat. Dengan banyaknya jumlah industri di Indonesia, maka limbah yang 
dihasilkan akibat proses produksi juga akan bertambah banyak (Ryne, dkk, 2012: 1). 
Limbah tidak hanya berasal dari industri, tetapi juga bersumber dari domestik, 
pertanian, laboratorium dan lain sebagainya.  
Limbah laboratorium kimia termasuk dalam kategori limbah berbahaya dan 
beracun. Menurut Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 101 Tahun 2014 
tentang pengelolaan limbah bahan berbahaya dan beracun menyatakan bahwa bahan 
berbahaya dan beracun termasuk didalamnya zat, energi dan komponen lain yang 
baik secara langsung maupun tidak langsung, dapat mencemarkan dan merusak 
lingkungan hidup.  
Limbah laboratorium sebagian besar berwujud cairan. Banyaknya aktivitas 
laboratorium meningkatkan volume limbah cair laboratorium. Jumlah limbah cair 
yang dihasilkan oleh suatu laboratorium umumnya memang relatif sedikit, akan tetapi 
limbah cair ini tercemar berat oleh berbagai jenis bahan kimia toksik (Suprihatin dan 
Nastiti, 2010: 45). Sifat toksik pada limbah ini mampu mencemari lingkungan 
disekitarnya apabila tidak dilakukan pengolahan terlebih dahulu sebelum 
pembuangan limbah. 
Pencemaran lingkungan yang terus menerus dapat berdampak pada 
kesejahteraan manusia. Dalam Al-Qur‟an Allah telah melarang manusia untuk 
1 
 
 
berbuat kerusakan dibumi karena akan merugikan dirinya sendiri. Salah satu ayat 
yang menerangkan larangan Allah untuk tidak melakukan kerusakan di bumi adalah 
surah Al-Qashash ayat 77: 
                   
                         
      
Terjemahnya:  
“dan carilah pada apa yang telah dianugerahkan Allah kepadamu 
(kebahagiaan) negeri akhirat, dan janganlah kamu melupakan bahagianmu dari 
(kenikmatan) duniawi dan berbuat baiklah (kepada orang lain) sebagaimana Allah 
telah berbuat baik, kepadamu, dan janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) 
bumi. Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan”. 
Tafsir dari ayat tersebut, yaitu kata fîmâ dipahami oleh Ibn „Âsyûr mengandung 
makna terbanyak atau umumnya, sekaligus melukiskan tertancapnya ke dalam lubuk 
hati upaya mencari kebahagiaan ukhrawi melalui apa yang dianugerahkan Allah 
dalam kehidupan dunia ini. Firman-Nya: wa lâ tansa nashîbaka min ad-dunyâ 
merupakan larangan melupakan atau mengabaikan bagian seseorang dari kenikmatan 
duniawi. Penggalan ayat thabâthabâ’i diartikan: jangan engkau mengabaikan apa 
yang dibagi dan dianugerahkan Allah kepadamu dari kenikmatan duniawi, 
mengabaikannya bagaikan orang yang melupakan sesuatu dan gunakanlah itu untuk 
kepentingan akhiratmu. Kehidupan dunia hanya sebagai sarana untuk mencapai 
akhirat sebagai tujuan. Pada akhir ayat ditegaskan larangan melakukan perusakan 
setelah sebelumnya telah diperintahkan berbuat baik, merupakan peringatan agar 
tidak mencampuradukkan antara kebaikan dan keburukan. Perusakan dimaksud 
banyak hal. Di dalam al-Qur‟an ditemukan contoh-contohnya, seperti pembunuhan, 
perampokan, pengurangan takaran dan timbangan, berfoya-foya, gangguan terhadap 
kelestarian lingkungan dan lain-lain (Shihab, 2002, 10: 405-409). 
 Kajian tersebut menjelaskan tentang kerusakan lingkungan yang disebabkan 
keserakahan manusia terhadap kehidupan di dunia. Sebelum adanya kegiatan industri 
dan transportasi yang banyak mengeluarkan bahan pencemar ke lingkungan air dan 
tanah, pencemaran hanya disebabkan oleh limbah domestik. Sekarang ini beban 
pencemaran lingkungan sudah semakin berat dengan masuknya limbah laboratorium 
baik dari industri maupun universitas yang mengandung berbagai bahan kimia yang 
berpotensi sebagai pencemar di lingkungan. 
Salah satu bahan kimia cair yang sering digunakan dalam laboratorium dan 
dapat mecemari lingkungan yaitu fenol. Fenol merupakan bahan kimia cair yang 
digunakan sebagai desinfektan (Novitrie dan Yunita, 2009: 1). Fenol dikenal dengan 
nama asam karbolat yang merupakan jenis asam yang lebih kuat dari alkohol 
sehingga cukup toksik pada jaringan dan berbau menyengat (Hart, dkk, 2003 dalam 
Sari, 2015: 13). Fenol tidak hanya digunakan di laboratorium kimia tetapi juga 
digunakan oleh industri-industri besar seperti industri tekstil. Fenol sangat berbahaya 
bagi manusia dan lingkungan, sehingga pembuangan limbah ke lingkungan sangat 
berbahaya. 
Laboratorium Kimia UIN Alauddin Makassar mempunyai 6 laboratorium, 
yaitu laboratorium Analitik, laboratorium Organik, laboratorium Kimia Fisika, 
laboratorium Biokimia, laboratorium Anorganik dan laboratorium Riset. Pada 
Laboratorium Kimia UIN Alauddin Makassar, fenol digunakan dalam aktivitas 
praktikum setiap tahunnya pada laboratorium Analitik, laboratorium Kimia Fisika 
dan laboratorium Anorganik. Hal ini menyebabkan meningkatnya jumlah buangan 
limbah fenol, tetapi sampai saat ini penanggulangan pencemaran fenol belum 
memadai. Penanggulangan pencemaran fenol dapat dilakukan dengan cara fisik, 
 
 
kimiawi dan biologis. Penanggulangan secara fisik umumnya kurang efektif, 
sedangkan secara kimiawi dapat menimbulkan masalah baru berupa           
pencemaran lingkungan yang lebih parah. Disamping itu, secara fisik dan kimiawi 
memerlukan biaya mahal. Alternatif yang lain adalah secara biologis, yaitu dengan 
aktivitas mikrobia yang mempunyai efek samping lebih kecil. Proses ini disebut 
biodegradasi, dimana kandungan fenol dalam air akan direduksi menjadi sekecil 
mungkin (Suhandi, dkk, 2006: 9). 
Penggunaan mikroba dalam mengatasi pencemaran fenol di lingkungan 
dimungkinkan sangat  potensial. Hal tersebut disebabkan banyak mikroba yang 
menggunakan fenol sebagai sumber karbon tunggal dan sumber energi baik secara 
anaerob maupun aerob. Kelebihan penggunaan bakteri dalam proses degradasi fenol 
adalah bakteri mempunyai kemampuan menyesuaikan diri yang besar terhadap 
lingkungan (Ulya, 2012: 3-4). Sehingga bakteri ini tidak sulit untuk tumbuh dan 
berkembang dengan cepat.  
Salah satu bakteri yang berpotensi dalam mendegradasi fenol yaitu bakteri 
Klebsiella sp. Bakteri ini mampu membentuk biofilm (Pratama, 2014: 1), dimana 
biofilm menjadikan bakteri mampu bertahan hidup dalam lingkungan yang kurang 
menguntungkan dan mampu mendegradasi senyawa toksik dalam limbah 
(Khusnuryani, 2015: 42). Bakteri ini juga menggunakan hidrokarbon sebagai sumber 
karbon dalam pembentukan energi dan pertumbuhannya (Suratni, dkk, 2013: 5). 
Penelitian yang dilakukan oleh Fitriana (2015: 43-45), diperoleh 3 isolat yang 
berhasil diisolasi dari Danau Tempe Kabupaten Wajo Sulawesi Selatan yang dapat 
mendegradasi fenol, yaitu isolat C1F, H2F dan S1F. Bakteri dari ketiga isolat yang 
memiliki laju degradasi paling tinggi terhadap fenol salah satunya dari genus 
 
Klebsiella sp. Bakteri ini mampu mendegradasi fenol dengan konsentrasi awal        
500 ppm menjadi 3,091 ppm dengan waktu kontak 48 jam. Artinya bakteri ini 
mampu mendegradasi fenol sebesar 99,38%. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Kafilzade, dkk. (2010: 6723) 
yang berhasil mengisolasi 9 jenis isolat bakteri yang mampu mendegradasi fenol dan 
salah satunya adalah genus Klebsiella sp. Penelitian ini menunjukkan bahwa 
Klebsiella sp. mampu mendegradasi fenol dengan fenol sisa 0,2 – 0,05 ppm dengan 
waktu kontak 24 jam dan setelah 48 jam fenol telah habis terdegradasi. Akan tetapi, 
pemanfaatan bakteri Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol masih sangat sedikit. 
Optimasi media dan kondisi pertumbuhan juga merupakan faktor yang sangat penting 
dalam pengembangan proses degaradasi (Ghanem, 2009 dalam Akmal, 2010: 2). 
Berdasarkan pemaparan diatas, maka dilakukan penelitian mengenai kemampuan 
isolat bakteri Klebsiella sp. dalam menurunkan kadar fenol pada limbah laboratorium 
kimia.  
B. Rumusan Masalah 
1. Berapa waktu inkubasi optimum Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol? 
2. Bagaimana karakteristik limbah sebelum dan setelah penambahan isolat 
bakteri Klebsiella sp.? 
3. Bagaimana aktivitas Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol pada limbah cair 
laboratorium? 
 
 
 
 
 
 
C. Tujuan Penelitian 
Tujuan penelitian ini adalah  
1. Menentukan waktu inkubasi optimum Klebsiella sp. dalam mendegradasi 
fenol. 
2. Mengetahui karakteristik limbah sebelum dan setelah penambahan isolat 
bakteri Klebsiella sp. 
3. Mengetahui kemampuan aktivitas Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol 
pada limbah cair laboratorium. 
D. Manfaat Penelitian 
1. Memberikan pemahaman kepada penulis terhadap pemanfaatan bakteri 
Klebsiella sp. dalam menurunkan kadar fenol pada limbah cair laboratorium. 
2. Menambah literatur penelitian untuk pengembangan lebih lanjut kepada 
peneliti selanjutnya khususnya mahasiwa jurusan kimia  terhadap penggunaan 
bakteri dalam mendegradasi fenol. 
3. Memberikan informasi kepada masyarakat terhadap pemanfaatan bakteri 
Klebsiella sp. dalam menurunkan kadar fenol pada limbah cair laboratorium.
 BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
A. Tinjauan Umum Limbah Cair Laboratorium  
Limbah adalah buangan yang dihasilkan dari suatu proses produksi baik 
industri maupun domestik (rumah tangga), yang lebih dikenal sebagai sampah, yang 
kehadirannya pada suatu saat dan tempat tertentu tidak dikehendaki lingkungan 
karena tidak memiliki nilai ekonomis. Karakterisasi limbah dipengaruhi oleh ukuran 
partikel (mikro), sifatnya dinamis, penyebarannya luas dan berdampak panjang atau 
lama. Sedangkan kualitas limbah dipengaruh oleh volume limbah, kandungan bahan 
pencemar dan frekuensi pembuangan limbah. Berdasakan karakteristiknya, limbah 
industri dapat digolongkan menjadi 4 yaitu limbah cair, limbah padat, limbah gas dan 
partikel limbah B3 (Widjajanti, 2009: 1). Berdasarkan karakterisasi tersebut, limbah 
dibagi dalam beberapa jenis. 
Limbah laboratorium berasal dari buangan hasil reaksi-reaksi berbagai larutan 
kimia berbahaya dalam suatu eksperimen. Larutan kimia tersebut diantaranya 
mengandung bahan-bahan kimia toksik dan logam-logam berat yang berbahaya bagi 
makhluk hidup dan lingkungan. Tidak hanya bahan-bahan kimia, tetapi juga oleh 
logam-logam berat misalnya Fe, Hg, Cr dan lainnya sehingga aliran buangan limbah 
laboratorium akan membahayakan lingkungan dan makhluk hidup disekitarnya bila 
tidak dilakukan pengolahan limbah terlebih dahulu (Azamia, 2012: 6).  
Ditinjau dari segi kimiawi, limbah ini terdiri dari bahan kimia senyawa 
organik dan senyawa anorganik, dengan konsentrasi dan kualitas tertentu, kehadiran 
limbah dapat berdampak negatif terhadap lingkungan terutama bagi kesehatan 
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manusia (Widjajanti, 2009: 1). Oleh karena itu, limbah tersebut butuh penanganan 
yang tepat. Setiap limbah memiliki karakterisasi dan jenis yang berbeda-beda.  
Limbah padat di laboratorium kimia relatif kecil, biasanya berupa endapan 
atau kertas saring terpakai, sehingga masih dapat diatasi. Demikian pula limbah 
berupa gas umumnya dalam jumlah kecil, sehingga relatif untuk dibuang langsung 
diudara. Tetapi, berbeda dengan libah cair, umunya laboratorium berlokasi di sekitar 
kawasan hunian, sehingga akumulasi limbah cair yang meresap ke dalam air tanah 
dapat membahayakan lingkungan sekitar (Widjajanti, 2009: 1-2). Selain itu, limbah 
laboratorium juga menghasilkan limbah cair yang relatif banyak. 
Limbah cair merupakan limbah berupa cairan yang berasal dari hasil buangan 
bahan-bahan yang telah terpakai dari suatu proses produksi industri, domestik (rumah 
tangga), pertanian serta laboratorium yang tercampur (tersuspensi) dan terlarut di 
dalam air. Limbah cair disebut juga sebagai pencemar air, karena komponen 
pencemaran air pada umumnya terdiri dari bahan buangan padat, bahan buangan 
organik dan bahan buangan anorganik (Azamia, 2012: 4). Limbah cair umumnya 
mengandung senyawa hidrokarbon sebagai bahan pencemar yang berbahaya. 
B. Karakteristik Limbah Cair Laboratorium 
Limbah cair laboratorium tidak dapat dibuang langsung ke lingkungan karena 
mengandung bahan-bahan kimia yang berbahaya dan beracun yang dapat mencemari 
lingkungan. Pencemaran air limbah dapat diukur melalui baku mutu air limbah. 
Menurut Peraturan Menteri Lingkungan Hidup Republik Indonesia Nomor 5 Tahun 
2014, baku mutu air limbah adalah ukuran atau kadar unsur pencemar dan jumlah 
unsur pencemar yang ditenggang keberadaannya dalam air limbah yang akan dibuang 
atau dilepas ke dalam media air dari suatu usaha atau kegiatan.   
 Baku mutu air limbah yang umum diketahui adalah pH atau keasaman, 
oksigen terlarut (Dissolved Oxygen, DO), kebutuhn oksigen biokimia (Biochemycal 
Oxygen Demand, BOD) serta kebutuhan oksigen kimiawi (Chemical Oxygen 
Demand, COD), padatan tersuspensi total (TSS), warna dan bau. 
1. Derajat Keasaman (pH) 
 Derajat keasaman (pH) adalah skala logaritmik untuk menunjukkan keasaman 
atau kebasaan suatu larutan (Martin, 2012: 1013). pH limbah cair adalah ukuran 
keasaman atau kebasaan limbah cair. pH menunjukkan perlu atau tidaknya 
pengolahan pendahuluan untuk mencegah terjadinya gangguan pada proses 
pengolahan limbah cair secara konvensional (Soeparman, 2002: 27). Derajat 
keasaman berpengaruh terhadap daya racun bahan pencemar dan kelarutan beberapa 
gas, serta menentukan bentuk zat didalam air. pH suatu cairan ditentukan oleh 
konsentrasi ion hiodrogen atau prensentase ion hidrogen yang terdapat dalam larutan 
(Debataraja dan Robeth, 2011: 8). 
Nilai pH air yang normal adalah sekitar netral, yaitu antara pH 6 sampai 8, 
sedangkan pH air yang tercemar berbeda-beda, bergantung pada bahan pencemarnya. 
Contoh air buangan industri susu memiliki pH 5,3-7,8 (Fardiaz, 1992: 22). Nilai pH 
sangat berpengaruh pada kehidupan makhluk hidup yang ada dalam air.  
2.  Dissolved Oxygen (DO)  
Oksigen adalah unsur gas tidak berwarna dan tidak berbau. Oksigen penting 
untuk seluruh organisme yang melakukan respirasi aerobik (Martin, 2012: 713). 
Oksigen merupakan salah satu gas yang terlarut dalam perairan. Kadar oksigen yang 
terlarut diparairan alami bervariasi, tergantung pada suhu, salinitas, turbulensi air dan 
tekanan atmosfer. Semakin besar suhu dan ketinggian serta semakin kecil tekanan 
 
 
atmosfer, kadar oksigen terlarut semakin kecil. Kadar oksigen terlarut juga 
berfluktuasi secara harian dan musiman, tergantung pada pencampuran dan 
pergerakan massa ir, aktivitas fotosintesis, respirasi dan limbah yang masuk ke badan 
air (Effendi, 2003: 76). Untuk mempertahankan hidupnya makhluk yang tinggal di 
air, baik tanaman maupun hewan, bergantung kepada oksigen yang terlarut ini. Jadi, 
penentuan kadar oksigen terlarut dapat dijadikan ukuran untuk menentukan mutu air. 
Kehidupan di air dapat bertahan jika ada oksigen terlarut minimum sebanyak 5 mg 
oksigen setiap liter air (Satrawijaya, 2000: 84). 
Oksigen memegang peranan penting sebagai indikator kualitas perairan, 
karena oksigen terlarut berperan dalam proses oksidasi dan reduksi bahan organik dan 
anorganik. Selain itu, oksigen juga menentukan khan biologis yang dilakukan oleh 
organisme aerobik atau anaerobik. Dalam kondisi aerobik, peranan oksigen adalah 
untuk mengoksidasi bahan organik dan anorganik dengan hasil akhirnya adalah 
nutrien yang pada akhirnya dapat memberikan kesuburan perairan. Dalam kondisi 
anaerobik, oksigen yang dihasilkan akan mereduksi senyawa-senyawa kimia menjadi 
lebih sederhana dalam bentuk nutrien dan gas. Proses oksidasi dan reduksi inilah 
yang menyebabkan peranan oksigen terlarut sangat penting untuk membantu 
mengurangi beban pencemaran pada perairan secara alami maupun secara perlakuan 
aerobik yang ditujukan untuk memurnikan air buangan industri dan rumah tangga 
(Salmin, 2005: 22-23). 
Dekomposisi bahan organik dan oksidasi bahan anorganik dapat mengurangi 
kadar oksigen terlarut hingga mencapai nol (anaerob). Hubungan antara kadar 
oksigen terlarut jenuh dan suhu, yangmana semakin tinggi suhu kelarutan oksigen 
semakin berkurang. Kelarutan oksigen dan gas-gas lain juga berkurang dengan 
 meningkatnya salinitas sehingga kadar oksigen di laut cenderung lebih rendah 
daripada kadar oksigen di perairan tawar (Effendi, 2003: 76-77). 
Oksigen terlarut (DO) merupakan kebutuhan dasar untuk kehidupan tanaman 
dan hewan dalam air. Kehidupan makhluk hidup di dalam air tersebut tergantung dari 
kemampuan air untuk mempertahankan konsentrasi oksigen minimal yang 
dibutuhkan untuk kehidupannya. Konsentrasi oksigen terlarut minimal untuk 
kehidupan biota tidak boleh kurang dari 6 ppm. Oksigen terlarut dapat berasal dari 
proses fotosintesis tanaman air, di mana jumlahnya tidak tetap tergantung dari jumlah 
tanamannya dan dari atmosfer (udara) yang masuk ke dalam air dengan kecepatan 
terbatas. Konsentrasi oksigen terlarut dalam keadaan jenuh bervariasi tergantung dari 
suhu dan tekanan atmosfer (Fardiaz, 1992: 32-33). Sumber utama oksigen dalam 
suatu perairan berasal sari suatu proses difusi dari udara bebas dan hasil fotosintesis 
organisme yang hidup dalam perairan tersebut. Kecepatan difusi oksigen dari udara, 
tergantung dari beberapa faktor, seperti kekeruhan air, suhu, salinitas, pergerakan 
massa air dan udara seperti arus, gelombang dan pasang surut (Salmin, 2005: 22). 
3. Biochemical Oxygen Demand (BOD) 
Kebutuhan oksigen biologi (BOD) menunjukkan jumlah oksigen terlarut yang 
dibutuhkan oleh organisme hidup untuk memecah atau mengoksidasi bahan-bahan 
buangan di dalam air. Jadi nilai BOD tidak menunjukkan jumlah bahan organik yang 
sebenarnya, tetapi hanya mengukur secara relatif jumlah oksigen yang dibutuhkan 
untuk mengoksidasi bahan-bahan buangan tersebut. Jika konsumsi oksigen tinggi 
yang ditunjukkan dengan semakin kecilnya sisa oksigen terlarut, maka berarti 
kandungan bahan-bahan buangan yang membutuhkan oksigen tinggi (Fardiaz, 1992: 
35). Kebutuhan oksigen biologi (BOD) dianggap sebagai banyaknya oksigen yang 
 
 
diperlukan oleh organisme pada saat pemecahan bahan organik, pada kondisi aerobik. 
Pemecahan bahan organik diartikan bahwa bahan organik ini digunakan oleh 
organisme sebagai bahan makanan dan energinya diperoleh dari proses oksidasi. 
Parameter BOD, secara umum banyak dipakai untuk menentukan tingkat pencemaran 
air buangan. Penentuan BOD sangat penting untuk menelusuri aliran pencemaran dari 
tingkat hulu ke muara. Sesungguhnya penentuan BOD merupakan suatu prosedur 
bioassayyang menyangkut pengukuran banyaknya oksigen yang digunakan oleh 
organisme selama organisme tersebut menguraikan bahan organikyang ada dalam 
suatu perairan, pada kondisi yang harnpir sama dengan kondisi yang ada di alam 
(Salmin, 2005: 24). 
Kebutuhan  oksigen  biologis  menggambarkan  besarnya  oksigen  yang  
terdapat pada perairan tersebut juga tinggi. Semakin besar nilai BOD menunjukkan 
bahwa derajat pengotoran air limbah juga semakin besar. Tingginya BOD diakibatkan 
karena meningkatnya jumlah bahan organik dalam perairan yang pada akhirnya akan 
menurunkan kandungan oksigen terlarut dalam perairan (Gazali, dkk, 2013: 5). 
Penguraian bahan organik secara biologis di alam, melibatkan         
bermacam-macam organisme dan menyangkut reaksi oksidasi dengan hasil akhir 
karbon dioksida (CO2) dan air (H2O). Pemeriksaan BOD tersebut dianggap sebagai 
suatu prosedur oksidasi dimana organisme hidup bertindak sebagai medium untuk 
menguraikan bahan organik menjadi CO2 dan H2O. Reaksi oksidasi selama 
pemeriksaan BOD merupakan hasil dari aktifitas biologis dengan kecepatan reaksi 
yang berlangsung sangat dipengaruhi oleh jumlah populasi dan suhu (Salmin,      
2005: 24). 
 
 4. Chemical Oxygen Demand (COD) 
Kebutuhan oksigen kimiawi (COD) merupakan parameter  kekuatan limbah 
cair. COD merupakan ukuran persyaratan kebutuhan oksidasi sampel yang berada 
dalam kondisi tertentu, yang ditentukan menggunakan suatu oksidan kimiawi. 
Indikator ini umumnya berguna pada limbah industri (Soeparman, 2002: 27). 
Penetapan COD gunanya untuk mengukur  banyaknya  oksigen  yang setara dengan 
bahan organik dalam sampel air, yang mudah dioksidasi oleh senyawa kimia 
oksidator kuat. Penetapan ini sangat penting untuk dapat diuraikan secara kimiawi. 
Maka dapat dikatakan COD adalah banyaknya oksidator kuat yang diperlukan untuk 
mengoksidasi zat organik dalam air.  
Menurut penelitian Priyanto (1993: 1), tentang penurunan kadar fenol dengan 
menggunakan mikrobia (Pseudmonas Aeruginosa) pada air buangan industri batik M, 
menghasilkan bahwa penambahan inokulum mikrobia hasil aklimatisasi selama 6 jam 
pada air limbah industri batik yang diperkaya berhasil menurunkan kadar senyawa 
fenol lebih dari 90%, BOD lebih dari 60% dan COD lebih dari 70%. 
5. Total Suspended Solid (TSS) 
Total Suspended Solid (TSS) adalah jumlah bobot bahan yang tersuspensi 
dalam suatu volume air tertentu yang dinyatakan dalam mg per liter atau ppm 
(Siswanto, 2003: 86). TSS digunakan sebagai salah satu parameter pengukuran 
kualitas limbah cair yang mengukur jumlah zat padat terapung yang bersifat organik 
maupun zat padat terendap yang dapat bersifat organik maupun anorganik (Pakasi, 
2010: 17). Kandungan TSS memiliki hubungan yang erat dengan oksigen dalam air. 
Analisa zat padat dalam air sangat penting bagi penentuan komponen-komponen air 
secara lengkap (Gazali, dkk, 2013: 4). 
 
 
Bahan padat tersuspensi adalah bahan padat yang dihilangkan pada 
penyaringan melalui media standar halus dengan diameter 1 mikron. Bahan padat 
tersuspensi dikelompokkan dalam bahan padat yang tetap (fixed solids) dan yang 
menguap (volatile solids). Bahan padat yang menguap merupakan bahan yang 
bersifat organik yang diharapkan dapat dihilangkan melalui penguraian secara 
biologis atau pembakaran. Bahan padat tetap merupakan bahan padat yang bersifat 
tetap (Soeparman, 2002: 25). Padatan total (residu) merupakan bahan yang tersisa 
setelah air mengalami evaporasi dan pengeringan pada suhu tertentu. Residu 
dianggap sebagai kandungan total bahan terlarut dan tersuspensi dalam air. Padatan 
tersuspensi total merupakan bahan-bahan tersuspensi (diameter > 1µm) yang tertahan 
pada saringan Millipore dengan diameter pori 0,45 µm. TSS terdiri dari lumpur dan 
pasir halus serta jasad-jasad renik, yang terutama disebabkan oleh kikisan tanah atau 
erosi tanah yang terbawa ke badan air (Thayyibah, 2010: 16). 
C. Fenol dan Dampaknya 
Salah satu bahan pencemar yang sering menimbulkan masalah adalah 
hidrokarbon aromatis . Hidrokarbon yang sering dijumpai, terutama di perairan adalh 
fenol dan derivatnya dari karbonisasi batubara, bahan kimia sintetik dan industri 
minyak. Fenol dengan kadar 500 mg/L ke atas dalam air akan bersifat sebagai racun 
terhadap bakteri (Milasari dan Sukma, 2010 dalam Fitriana, 2015: 17 ). 
 
 
 
 
     Gambar 2.1 Struktur Fenol  (C6H5OH)  
                       (Sumber: Akmal, 2010: 7) 
OH
 Fenol adalah suatu senyawa aromatik, yang struktur kimianya diturunkan dari 
benzena jika satau atau lebih atom hidrogen yang terikat pada inti benzen diganti 
dengan satu atau lebih gugus hidroksil. Jadi pada fenol, gugus hidroksil terikat 
langsung pada inti benzen dan disebut gugus hidroksil fenolik (Sumardjo, 2008: 110). 
Fenol ini biasanya berbentuk kristal dengan bau khas, bersifat racun dan korosif 
terhadap kulit (menimbulkan iritasi). Fenol mempunyai titik leleh 41
o
C, titik didih 
181,7
o
C, larut dalam pelarut organik dan larut dalam air dengan kelarutan terbatas, 
yakni 8,3 gram/100 mL (Fessenden, 1986). Senyawa fenol dengan ciri khas         
gugus –OH-nya melekat langsung pada cincin aromatik. Fenol berbeda dari alkohol 
dalam sifat fisis dan kimianya. Perbedaan paling penting ialah keasamannya (Oxtoby, 
2001: 124). Berbeda dengan alkohol biasa, fenol bersifat asam. Keasaman fenol ini 
disebabkan adanya pengaruh cincin aromatik dan adana kemampuan fenol untuk 
melepaskan H
+
, sehingga kepolarannya cukup tinggi (Isyuniarto, dkk, 2005: 76). 
Larutan fenol dalam air dikenal sebagai asam karbol atau air karbol dan 
dipakai sebagai desinfektan. Hal ini didasarkan atas sifat fenol yang dapat 
mengoagulasikan protein dan dengan cara ini, fenol merusak protein bakteri sehingga 
bakteri-bakteri tersebut mati (Sumardjo, 2008: 110). Fenol banyak terdapat di alam 
biasanya berasal dari bahan-bahan organik yang telah membusuk atau bahan-bahan 
yang terdapat di alam. Misalnya saja bahan yang mengandung lignin karena di dalam 
ligninlah terdapat gugus fenol yang nantinya bisa diuraikan melalui beberapa proses 
misalnya dengan hidrolisis, pirolisis, ekstraksi dan lain-lain. (Novitrie dan Yunita, 
2009: 1). Fenol (C6H5OH) dapat menimbulkan bau tidak sedap, bersifat racun dan 
korosif terhadap kulit (iritasi), menyebabkan gangguan kesehatan manusia dan 
kematian pada organisme yang terdapat pada air dengan nilai konsentrasi tertentu. 
 
 
Fenol terdiri dari rantai dasar benzena aromatik dengan satu atau lebih kelompok 
hidroksil. Tingkat toksisitas fenol beragam tergantung dari jumlah atom atau molekul 
yang melekat pada rantai benzenanya (Qadeer, 1998 dalam Dewilda, 2012: 60). 
Fenol atau yang sering disebut asam karbolat digunakan sebagai desinfektan. 
Banyak senyawa fenol dan turunannya yang digunakan sebagai desinfektan, seperti 
kresol, fenilfenol dan heksaklorofen. Jika kandungan fenol dalam limbah cair 
konsentrasinya tinggi dapat menyebabkan gangguan badan air dan menjadi toksik 
bagi mikroorganisme yang berfungsi mengolah limbah. Fenol bersifat karsinogenik 
dan korosif pada tubuh manusia (Yulvizar, 2011: 9).  
Keberadaan fenol pada manusia dan lingkungan sangat berbahaya. Melalui 
berbagai aktivitas manusia, fenol dapat terakumulasi dalam tubuh, sehingga dapat 
mengganggu tubuh. Efek toksik fenol ialah menyerang otak, paru-paru, ginjal, liver, 
pankreas dan limpa (Isyuniarto, dkk, 2005: 77). Senyawa ini dapat dikatakan aman 
bagi lingkungan jika konsentrasinya berkisar antara 0,5-1 mg/L sesuai dengan KEP 
No. 51/MENLH/10/1995. 
Fenol termasuk diantara pencemar air tanah terbesar. Badan perlindungan 
Amerika Serikat (EPA) menetapkan ambang batas kandungan fenol dalam air sungai 
dan danau sebesar 0,3 mg. Berkaitan  dengan hal itu, perlakuan untuk menurunkan 
kandungan fenol dalam limbah sangat diperlukan sebelum limbah dimasukkan dalam 
perairan umum. Salah satu upaya untuk mengatasi pencemaran oleh fenol adalah 
dengan biodegradasi, yaitu menguraikan pencemar menjadi produk yang tidak 
berbahaya reaksi enzimatik yang dilakukan oleh mikroba (Nursadah, dkk, 2000: 24). 
Mikroba akan mengurai fenol mejadi senyawa lain yang tidak berbahaya untuk 
lingkungan. 
 Sebelum dibuang, limbah fenol sudah terlebih dahulu diolah menjadi 
senyawa-senyawa yang tidak berbahaya pada lingkungan. Untuk menentukan 
keefektifan sistem pengolahan limbah cair sebelum dibuang dari bak pengolahan, 
konsentrasi standar maksimum fenol berdasarkan Keputusan Menteri Negara 
Kependudukan Lingkungan Hidup bagi kegiatan yang sudah beroperasi yaitu sebesar 
0,01 sampai 2,00 mg/L (Fardiaz, 1992 dalam Yulvizar, 2011: 10). 
D. Biodegradasi Fenol 
 Biodegradasi merupakan penguraian limbah di lingkungan oleh aktivitas 
mikroba yang melibatkan serangkaian aktifitas enzimatik. Teknik biodegradasi lebih 
banyak dilakukan oleh para ilmuwan karena proses ini lebih mudah dan dengan biaya 
murah serta tidak menghasilkan limbah tambahan. Hal ini lebih disebabkan karena 
bakteri mampu mendegradasi fenol jauh lebih baik dibandingkan senyawa derivat 
sintetiknya (Ulya, 2012: 3-4).  
Penanggulangan dengan mikroba dalam menangani pencemaran fenol 
merupakan salah satu solusi efektif untuk mencegah pencemaran lingkungan akibat 
cemaran senyawa fenol. Mikroba mampu dengan cepat memperbanyak dirinya 
sehingga dapat mempermudah dalam diproduksi sebagai bahan baku penanggulangan 
cemaran fenol dalam skala besar.  
Pemanfaatan mikroba sebagai agen dalam mencegah terjadinya kerusakan 
yang lebih parah menunjukkan betapa besar kuasa Allah SWT. Didalam al-Qur‟an 
telah dijelaskan kekuasaan Allah SWT. pada setiap ciptaa-Nya. Pencipataan hewan 
ditegaskan dalam surah An-Nûr ayat 45: 
                              
                                 
 
 
Terjemahnya: 
“dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, Maka sebagian 
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua 
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan 
apa yang dikehendaki-Nya, Sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu”. 
Tafsir ayat tersebut, yaitu penggunaan mâdhi (masa lampau) pada kata khalaqal, telah 
menciptakan, mengisyaratkan bahwa penciptaan seperti yang dikemukakan telah 
berjalan sejak dahulu, selanjutnya penggunaan bentuk mudhâri’ (kata kerja masa kini 
dan datang) pada kata yakhluqu menunjukkan bahwa penciptaan seperti yang 
dikemukakan dan selainnya masih terus berlanjut hingga kini dan masa datang. Ayat 
tersebut menegaskan bahwa: Dan disamping bukti-bukti kekuasaan dan limpahan 
anugerah-Nya yang telah dikemukakan sebelumnya, Allah juga telah menciptakan 
semua jenis hewan dari air yang memancar sebagaimana Dia mencipatakan 
tumbuhan dari air yang tercurah. Lalu Allah menjadikan hewan-hewan itu beraneka 
jenis, potensi dan fungsi, maka sebagian dari mereka yakni hewan itu ada yang 
bejalan di atas perutnya seperti buaya, ular dan hewan melata lainnya dan sebagian 
berjalan dengan dua kaki seperti manusia, burung, sedang sebagian yang lain 
berjalan dengan empat kaki seperti sapi, kambing dan lain-lain, dan ada juga yang 
berjalan dengan menggunakan lebih dari empat kaki, seperti kalajenking, laba-laba 
dan lain-lain. Memang Allah Maha Kuasa lagi Maha Bijaksana karena itu Allah 
secara terus menerus menciptakan apa dan dengan cara serta bahan yang 
dikehendaki-Nya, sebagai bukti kekuasaan-Nya sesungguhnya Allah Maha Kuasa 
atas segala sesuatu (Shihab, 2002, 9: 372-372). 
Kajian ayat diatas menjelaskan kekuasaan Allah SWT. dalam menciptakan 
berbagai jenis hewan dengan segala manfaatnya sesuai denga kehendak-Nya. 
Mikroba sendiri merupakan salah satu hewan ciptaan Allah SWT. meskipun tidak 
 tertuliskan secara jelas dalam ayat tersebut, tetapi secara tersirat dapat disimpulkan 
bahwa mikroba juga diciptakan dengan potensi-potensi yang tidak kalah pentingnya 
dalam kehidupan. 
Mekanisme dari biodegradasi dapat terjadi melalui proses oksidasi, reduksi 
dan hidrolisa yang tidak terlepas dari respon enzim yang dihasilkan oleh 
mikroorganisme. Pada tahap awal degradasi, sebagian besar senyawa aromatik 
dipecah menjadi katekol dan protokatekuat. Selanjutnya melalui serangkaian reaksi 
pemecahan oksidasi, katekol diproses menjadi suksinat dan asetil Ko-A atau piruvat 
dan asetaldehid (Nurbaeti, 2014 dalam Fitriana, 2015: 23-24). 
Tabel. 2.1 Jenis lintasan biodegradasi fenol pada mikroorganisme 
Mikroorganisme Lintasan Pustaka 
Bakteri  
Acinotebacter sp. DF-4, W-17, 
PD12  
Ortho 
Zaki (2006), Ying et al. 
(2006)  
Alcaligenes faecalis  Ortho Jiang et al. (2007a)  
B. stearothermophilus BR219  Meta Kim dan Oriel (1995)  
Comamonas testosteroni ZD4-1  Meta dan Ortho Chen et al. (2003)  
Halomonas campisalis  Ortho Alva dan Peyton (2003)  
Klebsiella sp. W-16  Meta Zaki (2006)  
Microbacterium sp. Pla-1  Meta Zaki (2006)  
Nocardia sp. C-14-1  Meta Ma et al. (2010)  
Ochrobactrum sp.  Meta dan Ortho Kılıç (2009)  
P. aeruginosa ZD4-3  Meta dan Ortho Chen et al. (2003)  
P. putida mt-2  Meta Bartels et al. (1984)  
Ralstonia sp. W-15  Meta Zaki (2006)  
Khamir 
Aureobasidium pullulans FE13  Ortho Santos et al. (2009)  
Candida albicans TL3  Ortho Tsai et al. (2005)  
Candida maltose  Ortho Fialová et al. (2004)  
Candida tropicalis  Ortho Vilimkova et al. (2008)  
Fungi 
Aspergillus (LA2, LA3,AE5)  Ortho Santos dan Linardi (2004)  
Fusarium sp. HJ01  Meta dan Ortho Cai et al. (2007)  
Penicillium (AF2, AF4, FIB9)  Ortho Santos dan Linardi (2004)  
Alga 
Ochromonas danica  Meta Semple dan Cain (1996) 
(Sumber: Akmal, 2010: 7). 
 
 
Proses pemecahan fenol dan mineralisasi dilakukan berbagai organisme 
melalui destabilisasi cincin aromatis fenol. Fenol mengalami oksidasi dengan bantuan 
enzim dioksigenase-cincin menghasilkan dihidrodiol. Senyawa katekol dihasilkan 
dari senyawa dihidrodiol dehidrogenase. Melalui pemecahan orto dengan enzim 
katekol 2,3-dioksigenase menghasilkan cis-cis mukonat atau pemecahan meta dengan 
enzim katekol 2,3-dioksigenase, senyawa katekol diubah menjadi hidroksi mukonat 
semialdehid dan pemecah lain. Hasil metabolit ini dapat masuk ke siklus asam sitrat 
(Suryanto, 2003: 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.2 Dua lintasan biodegradasi fenol secara aerobik: pembelahan 
ortho dan meta, (1) fenol monooksigenase (fenol hidrokilase), (2) katekol 1,2-
dioksigenase, (3) muconate lactonizing enzyme, (4) mukonolakton isomerase, (5) 
oksiadipat enol-lakton hidrolase, (6) oksoadipat suksinil-CoA transferase, (7) katekol 
2,3-dioksigenase, (8) hidroksimukonat semialdehida hidrolase, (9) asam 2-oksopenta-
4-enoathidrolase, (10) 4-hidroksi-2-oksovalerat aldolase (Nair, dkk, 2008 dalam 
Akmal, 2010: 9). 
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Penelitian yang dilakukan oleh Akmal (2010: 18), menunjukkan bahwa 
Candida tropicalis sangat potensial untuk digunakan sebagai agen pendegradasi fenol 
limbah tekstil karena mampu mendegradasi fenol sebesar 30% selama 6 jam dengan 
laju degradasi sebesar 0,025 mg/L.jam.  
Penelitian lain juga dilakukan oleh Kadakol (2011: 1) tentang biodegradasi 
carbofuran fenol oleh sel bebas dan amobil klebsiella pneumoniae ATCC13883T 
menunjukkan bahwa fenol terdegradasi oleh bakteri klebsiella sp. pada konsentrasi 
awal 20 dan 30 mM. Seperti strain bakteri dapat digunakan untuk bioremediasi 
lingkungan terkontaminasi dengan senyawa fenolik. 
E. Bakteri Klebsiella sp. 
Klebsiella sp. pertama kali diteliti dan diberi nama oleh bacteriologist Jerman 
yang bernama Edwin Jklebs (1834-1913). Klebsiella sp.  merupakan bakteri gram 
negatif dari famili Enterobacteriaceae. Berdasarkan kebutuhannya akan oksigen, 
Klebsiella sp. merupakan bakteri fakultatif anaerob (Kusuma,  2013: 9). 
Klasifikasi Klebsiella sp. (Brisse, dkk, 2006: 159): 
Kingdom : Bacteria 
Phylum : Protobacteria 
Class  : Gamma Proteobacteria 
Ordo  : Enterobacteriales 
Family  : Enterobacteriaceae 
Genus  : Klebsiella 
Species : Klebsiella sp. 
 
 
  
 
 
 
Gambar 2.3 Klebsiella sp. (Sumber: Rufaldi, 2008) 
Genus bakteri Klebsiella termasuk bakteri famili Enterobacteriaceae, terdiri 
dari tiga spesies yaitu Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Klebsiella 
rhinoschleromatis. Klebsiella pneumoniae bersifat gram negatif, berbentuk batang 
pendek, fakultatif aerob, tidak mampu membuat spora, tidak bergerak dan 
mempunyai kapsul. Klebsiella jenis ini merupakan penyebab pnemonia pada marmot 
dan kelinci (Djaenuri dan Iskandar, 2006: 249). 
Klebsiella sp. merupakan kuman berbentuk batang pendek, tidak memiliki 
spora dan tidak memiliki flagela. Klebsiella sp. menguraikan laktosa dan membentuk 
kapsul baik invivo atau invitro dan koloninya berlendir. Kapsul Klebsiella sp. terdiri 
dari antigen O yang merupakan liposakarida yang terdiri atas unit polisakarida yang 
berulang (Kusuma,  2013: 9). Bakteri ini dapat tumbuh dengan baik pada media 
MacConkey. Bakteri ini satu familia dengan Enterobacter, bedanya bakteri jenis ini 
menunjukkan reaksi kuat dalam pembentukan gas dengan terbentuknya banyak 
gelembung gas dari proses metabolismenya (Suratni, dkk, 2013: 5). 
 Spesies Klebsiella sp. menunjukkan pertumbuhan mukoid, tidak ada 
pergerakan dan biasanya memberikan hasil positif untuk tes dekarbosilase lisin dan 
sitrat. Morfologi khas dari Klebsiella sp.dapat dilihat dalam pertumbuhan padat in 
vitro tetapi morfologinya sangat bervariasi dalam bahan klinik. Selain itu, memiliki 
 
 
koloni besar, sangat mukoid dan cenderung bersatu apabila dieramkan. Anggota dari 
genus Klebsiella memiliki struktur antigen yang kompleks (Rufaldi, 2008: 2). 
F. Degradasi Fenol dengan Klebsiella sp. 
Klebsiella sp dapat dijadikan sebagaia agen pendegradasi hidrokarbon dengan 
cara menggunakan sebagai salah satu sumber karbon dalam pertumbuhan dan 
perkembangannya. Degradasi hidrokarbon alifatik jenuh dan hidrokarbon aromatik 
berlangsung secara aerobik. Degradasi senyawa alifatik seperti n-alkana terutama 
melalui oksidasi pada gugus metil terminal membentuk alkohol primer dengan 
bantuan enzim oksigenase. Alkohol akan dioksidasi lebih lanjut menjadi aldehida, 
kemudian asam organik dan akhirnya dihasilkan asam lemak dan asetil koenzim A. 
Senyawa antara asetil Ko-A akan masuk ke dalam siklus Krebs, rantai karbon akan 
berkurang dari Cn menjadi Cn-2 yang teruas berlanjut sampai molekul hidrokarbon 
teroksidasi (Karwati, 2009: 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.4 Reaksi degradasi hidrokarbon alifatik (Karwati, 2009: 9). 
C7H15
-CH3      + NADH + O2
n-oktana
C7H15
-CH2
-OH      + NAD + H2O
n-oktanol
NAD
NADH
NAD NADH
n-oktanal
C7H15-CH=O
H2O
C7H15-C=O
OH
asam oktanoat
ATP
AMP + PPi
KoA
-oksidasi ke asetil Ko-A
monooksigenase
  Hidrokarbon aromatik banyak digunakan sebagai donor elektron secara 
aerobik. Metabolisme senyawa ini diawali dengan pembentukan Protocatechuate 
(catechol) atau senyawa yang secara struktur berhubungan dengan senyawa ini. 
Kedua senyawa ini selanjutnya didegradasi menjadi senyawa yang dapat masuk ke 
dalam siklus Krebs (siklus asam sitrat), yaitu suksinat, asetil KoA dan asam piruvat 
(Suratni, dkk, 2013: 6). 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.5 Reaksi degradasi hidrokarbon aromatik (Suratni, dkk, 2013: 6). 
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Menurut Zaki (2006: 78-79), bakteri Klebsiella sp. mendegradasi fenol 
melalui jalur meta. Pada jalur meta Klebsiella sp. merombak fenol menjadi asam 2-
hidroksimukonat-6-semialdehida dengan enzim katekol-2,3-dioksigenase. Penguraian 
ini terus berlanjut sampai teerbentuk asetil KoA (Nair, 2008 dalam Akmal, 2010: 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.6 Lintasan meta biodegradasi fenol. 4OD, 4-oksalokrotonat 
dekarboksilase; 4OT, 4-oksaalokrotonat tautomerase; AcDH, asetaldehida 
dehidrogenase; C230, katekol 2,3-dioksigenase; HMA, asam 2-hidroksimukonat; 
HMSA, 2-asam hidroksimukonat-6-semialdehida; HMSADH, HMSA dehidrogenase; 
HMSA-H, HMSA hidrolase; HOV, 4-hidroksi-2-oksovalerat; HOVA, HOV aldolase‟ 
OC, 4-oksalokroton; OE, 2-oksopen-4-dienoat; OEH, OE hidratase; PH, fenol 
hidroksilase (Omokoko, dkk, 2008 dalam Akmal, 2010: 9). 
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 BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - April 2016 di Laboratorium 
Biokimia, Analisis Spektrofotometer UV-Vis dilakukan di Laboratorium Instrumen 
Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin Makassar dan Analisis 
DO, BOD dan COD dilakukan di Laboratorium Kimia Kesehatan. 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini, yaitu spektrofotometer UV-VIS 
Varian Cary 50, microcentrifuge Thermo Scientific Hereus Pico J, pemanas listrik, 
neraca analitik, autoklaf, oven, shaker water bath, incubator, laminar air flow, 
tabung reaksi, erlenmeyer, pipet mikro, corong, labu takar, gelas kimia, gelas ukur, 
cawan petri, oven, lampu bunsen, jarum ose, pipet tetes, batang pengaduk dan botol 
semprot. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu etanol (C2H50H) 70%, 
ammonium nitrat (NH4NO3), aquades (H2O),  dikalium hidro posfat (K2HPO4), isolat 
Klebsiella sp., kalium dihidro posfat (KH2PO4), kalium klorida (KCl), kalsium 
klorida dihidrat (CaCl2.2H2O), kristal fenol (C6H5OH) murni 99,99%, kertas pH 
universal, magnesium sulfat heptahidrat (MgSO4.7H2O), medium  nutrient agar (NA), 
medium nitrient broth (NB), natrium karbonat (Na2CO3) 20%, reagen folin-
ciocalteau, sampel air limbah cair laboratorium, spiritus dan yeast ekstrak.  
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C. Prosedur Kerja 
1. Pembuatan Medium  
a. Medium Nutrient Agar (NA) 
Sebanyak 2,3 g NA dilarutkan dengan aquadest 100 mL kemudian dipanaskan 
agar larut sempurna. Di autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit (Hadioetomo, 
1985 dalam Caesar, dkk, 2014: 45). 
b. Medium Nutrient Broth (NB) 
Sebanyak 0,8 g NB dilarutkan dengan aquadest 100 mL kemudian dipanaskan 
agar larut sempurna. Di autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit (Hadioetomo, 
1985 dalam Caesar, dkk, 2014: 45). 
c. Medium Ramsay 
Sebanyak 0,2 g NH4NO3; 0,05 g KH2PO4; 0,1 g K2HPO4; 0,05 g 
MgSO4.7H2O; 0,001 g CaCl2.2H2O; 0,01 g KCl;  dan 0,006 g yeast ekstrak dilarutkan 
dalam 100 mL aquades. Diautoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit (Ramsay et al., 
1992 dalam Haedar, 2013: 3). 
2. Peremajaan Isolat Bakteri Klebsiella sp. 
Meremajakan isolat Klebsiella sp. (yang telah diisolasi pada penelitian 
sebelumnya) pada media NA yang telah dibuat, dengan cara menginokulasikan isolat 
Klebsiella sp. pada cawan petri, diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam 
(Khoiriyah, dkk, 2014: 8). 
3. Adaptasi Isolat Bakteri Klebsiella sp. 
Menumbuhkan bakteri Klebsiella sp. pada media Ramsay dengan konsentrasi 
fenol 500 ppm. Diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 48 jam (Akmal, 2010: 12). 
 
 4. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum 
Pembuatan inokulum dilakukan dengan cara isolat Klebsiella sp. sebanyak 4 
ose diinokulasikan ke dalam media ramsay cair dengan konsentrasi fenol 300 ppm. 
Dishaker suhu 37
o
C dengan kecepatan 150 rpm. Setiap 6 jam dilakukan pengukuran 
OD (Optical Density) dan kadar fenol menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada 
panjang gelombang 600 nm dan 765 nm (Akmal, 2010: 12). 
5. Pemeriksaan Limbah 
Pemeriksaan limbah dilakukan sebelum dan sesudah penambahan bakteri. 
a. Derajat keasaman (pH) 
 Pengukuran pH limbah cair dilakukan dengan menggunakan kertas pH 
universal. Kertas pH universal direndam kedalam limbah, lalu dilihat perubahan 
warna pada kertas pH yang menunjukkan pH dari limbah tersebut. 
b. Pengukuran TSS 
Sampel limbah cair diaduk agar homogen, disaring pada kertas saring dengan 
vakum selama 3 menit agar diperoleh penyaringan sempurna. Kertas saring dan 
residu dikeringkan dalam oven selama 1 jam pada suhu 105ºC, didinginkan dalam 
desikator untuk menyeimbangkan suhu dan menimbangnya. Tahapan pengeringan, 
pendinginan dalam desikator dan penimbangan sampai diperoleh berat konstan atau 
sampai perubahan berat lebih kecil dari 4% terhadap penimbangan sebelumnya atau 
lebih kecil dari 0,5 mg (Padmaningrum, 2014: 69). 
c. Pengukuran BOD 
Pengukuran BOD pada limbah cair laboratorium dilakukan dengan metode 
winkler. Metode winkler menggunakan prinsip titrasi iodometri (SNI 6989.72:2009). 
 
 
 
d. Pengukuran COD 
 Pengukuran COD menggunakan metode titrimetri dimana zat organik di 
dalam air dioksidasi dengan KmnO4 direduksi oleh asam oksalat berlebih. Kelebihan 
asam oksalat dititrasi kembali dengan KmnO4 (SNI 06-6989.22-2004). 
6. Pengukuran Kadar Fenol dengan Spektrofotometer UV-Vis 
a. Pembuatan Larutan Standar Fenol 
Pembuatan larutan standar fenol dilakukan dengan membuat larutan induk 
fenol 1000 mg/L, dengan cara melarutkan 1,0 g fenol (C6H5OH) dengan 100 mL air 
suling didalam labu ukur 1000 mL dan diencerkan sampai tanda garis. Pembuatan 
larutan baku fenol 100 mg/mL dengan cara mengambil 10 mL larutan induk ke dalam 
labu ukur 100 mL dan menambahkan air suling sampai tepat tanda garis. Pembuatan 
larutan kerja fenol sebagai berikut: mengambil 1,0 mL; 2,0 mL; 3,0 mL; 4,0 mL dan    
5,0 mL larutan baku fenol dan memasukkan masing-masing ke dalam labu ukur       
50 mL, menambahkan air suling sampai tepat pada tanda garis sehingga diperoleh 
kadar fenol 2 mg/L; 4 mg/L; 6 mg/L; 8 mg/L dan 10 mg/L (SNI 06-6989-21-2004). 
d. Mengukur Kadar Fenol dalam limbah 
Mengambil limbah Lab. Analitik, limbah Lab. Kimia Fisika dan limbah Lab. 
Anorganik (yang telah disarig terlebih dahulu) sebanyak 1 mL kemudian 
ditambahkan 9 mL aquadest. Selanjutnya divorteks selama 30 detik. Ditambahkan 
reagen folin-ciocalteau sebanyak 0,2 mL dan natrium karbonat sebanyak 2 mL 
dengan segera. Campuran di vorteks kembali dan dibiarkan pada suhu kamar selama 
30 menit. Kemudian dianalisis dengan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 765 nm. Cara yang sama dilakukan terhadap larutan standar fenol 
(Sukandar, dkk, 2007: 165). 
 7. Uji Kemampuan Bakteri Klebsiella sp. dalam Mendegradasi Fenol pada 
Limbah Laboratorium 
Menguji kemampuan isolat Klebsiella sp. dalam mendegradasi fenol pada 
limbah laboratorium dilakukan dengan cara, yaitu sebanyak 4 ose bakteri      
Klebsiella sp. diinokulasikan pada 100 mL media uji steril (media+limbah), 
menghomogenkan pada shaker water bath (37
o
C, 150 rpm) selama 60 jam, lalu 
diukur konsentrasi fenol dengan spektrofotometer UV-Vis dengan metode            
folin-ciocalteau pada panjang gelombang 765 nm (Akmal, 2010: 12). 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Peremajaan dan Adaptasi Bakteri Klebsiella sp.  
Peremajaan dilakukan pada isolat C1F (Klebsiella sp.) yang berasal dari 
Danau Tempe Kabupaten Wajo Sulawesi Selatan menggunakan media NA. Media 
NA mengandung ekstrak beef, pepton, NaCl, air destilat dan agar sebagai pemadat. 
Media ini dibutuhkan sebagai sumber nutrisi baru untuk menyegarkan pertumbuhan 
bakteri. 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1 Peremajaan Bakteri pada Media NA 
 
Hasil peremajaan bakteri yang mampu tumbuh dengan baik akan dilanjutkan 
pada tahap selanjutny. Bakteri hasil peremajaan diadaptasikan ke dalam media 
Ramsay sebagai media pertumbuhan bakteri yang mengandung fenol 500 mg/L, 
diharapkan bakteri mampu tumbuh dengan menggunakan fenol sebagai sumber 
karbonnya. Media Ramsay mengandung NH4NO3; KH2PO4; K2HPO4; MgSO4.7H2O; 
32 
 CaCl2.2H2O; KCl dan yeast ekstrak yang dibutuhkan oleh mikroba sebagai sumber 
nutrisi. 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.2 Adaptasi Bakteri pada Media Ramsay 
dengan Konsentrasi Fenol 500mg/L 
Hasil yang diperoleh dari adaptasi, bakteri mampu tumbuh pada media 
mengandung fenol dengan bentuk koloni yang menyebar. Koloni yang tumbuh 
berwarna putih dan berbentuk bulat. Bakteri Klebsiella sp. yang telah diadaptasikan, 
selanjutnya ditumbuhkan pada media Ramsay cair untuk pengujian lanjutan. 
 
2. Penentuan Waktu Inkubasi Optimal 
Pertumbuhan bakteri Klebsiella sp. menggunakan media Ramsay cair yag 
telah disterilisasi. Selanjutnya dikocok pada shaker water bath dengan kecepatan 150 
rpm pada suhu 37
o
C. Pengamatan dilakukan dengan mengukur OD (Optical Dencity) 
dan konsentrasi fenol setiap 6 jam selama 5 hari untuk memperoleh waktu inkubasi 
optimal yang ditunjukkan oleh kurva pertumbuhan dan laju degradasi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3 Kurva Pertumbuhan Bakteri Klebsiella sp. pada Media Ramsay dengan 
              Kadar Awal Fenol 341,4 mg/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.4 Laju Degradasi Bakteri Klebsiella sp. pada Media Ramsay 
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 3. Karakteristik Limbah Cair Laboratorium Sebelum dan Setelah 
Penambahan Isolat Bakteri Klebsiella sp. 
Analisis limbah laboratorium dilakukan untuk mengetahui karakteristik 
limbah sebagai dasar rencana penelitian. Analisis dilakukan terhadap beberapa 
parameter yaitu pH, nilai DO, BOD, COD dan TSS. 
 
Tabel 4.1 Karakteristik Limbah Laboratorium Kimia Sebelum dan Setelah Penambahan Isolat  
  Bakteri Klebsiella sp. 
No. Jenis Limbah Limbah  
Lab. Analitik 
Limbah  
Lab. Kimia Fisika 
Limbah  
Lab. Anorganik 
Parameter Uji Sebelum Sesudah Sebelum Sesudah Sebelum Sesudah 
1 pH 1 2 2 3 1 2 
2 DO (mg/L) < 0,1 300 < 0,1 225 < 0,1 260 
3 BOD (mg/L) 7692,80 5780 20003,1 18762 17692,36 14520 
4 COD (mg/L) 19230,50 13890 49999,30 46300 44230,15 36114 
5 TSS (mg/L) 3460 2050 320 1890 108 940 
 
4. Kemampuan Bakteri Klebsiella sp. dalam Mendegradasi Fenol dalam 
Limbah Laboratorium Kimia 
Biodegradasi fenol dalam limbah laboratorium kimia oleh bakteri      
Klebsiella sp. dilakukan dengan menginokulasi bakteri ke dalam media uji steril 
(limbah+media). Pengontakkan dengan bakteri berlangsung selama 60 jam, diperoleh  
penurunan kadar fenol sebagai berikut: 
 
Tabel 4.2 Perbandingan Kadar Fenol pada Limbah Laboratorium Kimia Sebelum dan Setelah  
      Penambahan Bakteri Klebsiella sp. 
No. Limbah Laboratorium 
Kimia 
Konsentrasi Fenol (ppm) Penurunan (%) 
  Sebelum Pengontakkan Setelah Pengontakkan 
1. Limbah Lab. Analitik 72,8578 59,2723 18,6466 
2. 
Limbah Lab. Kimia 
Fisika 
42,1561 33,5220 20,48126 
3. Limbah Lab. Anorganik 1431,000 1220,0625 14,74057 
 
 
B. Pembahasan 
1. Peremajaan dan Adaptasi Bakteri Klebsiella sp.  
Peremajaan bakteri merupakan cara untuk menumbuhkan bakteri dengan 
menggunakan media baru. Peremajaan pada penelitian ini menggunakan isolat 
Klebsiella sp. yang berasal dari isolasi dan identifikasi bakteri pendegradasi fenol 
yang bersumber dari Danau Tempe Kabupaten Wajo Sulawesi Selatan. Peremajaan 
terhadap isolat Klebsiella sp. dilakukan menggunakan media NA selama dua hari, 
yang bertujuan untuk menumbuhkan bakteri. Media ini digunakan sebagai sumber 
nutrisi bakteri. Hasil peremajaan diadaptasikan pada media Ramsay yang 
mengandung fenol. Menurut Marrot, dkk (dalam Akmal, 2010: 13) konsentrasi fenol 
dibawah 200 mg/L dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Selain itu, 
Bajaj (dalam Akmal, 2010: 13) menyatakan bahwa konsentrasi fenol 0,05 g/L dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri apabila tidak dilakukan adaptasi pada media yang 
mengandung fenol.  
Adaptasi penting dilakukan dalam mengaplikasikan teknik biodegradasi 
dalam limbah karena limbah industri biasanya mengandung konsentrasi fenol yang 
tinggi sehingga sulit untuk ditangani secara biologi karena terjadi inhibisi oleh 
substrat yang ditunjukkan dengan melambatnya pertumbuhan sel dan menurunnya 
kemampuan biodegradasi (Saravanan dalam Akmal, 2010: 13). Dalam proses 
adaptasi, bakteri dipicu untuk mengaktifkan enzim yang berperan dalam biodegradasi 
fenol. 
Adaptasi pada penelitian ini dilakukan dalam media Ramsay dengan 
konsentrasi fenol 500 mg/L. Setelah dilakukan adaptasi selama tiga hari diperoleh sel 
Klebsiella sp. yang mampu tumbuh pada media tersebut (Gambar 4.1). Adanya 
 pertumbuhan dapat dilihat dari terbentuknya koloni berwarna putih pada media. 
Pertumbuhan ini menunjukkan bahwa bakteri mampu menggunakan fenol sebagai 
sumber karbon. 
 Gambar 4.2 menunjukkan pertumbuhan bakteri yang menyebar tidak teratur. 
Hal ini disebabkan kandungan fenol yang bersifat toksik, yang mampu 
mempengaruhi bentuk morfologi bakteri selama masa pertumbuhan. Menurut 
Piakong (dalam Akmal, 2010: 13), selama masa adaptasi akan terjadi perubahan 
fisiologis dalam sistem metabolik sel. Perubahan tersebut merupakan respon sel 
terhadap lingkungan baru yang melibatkan perubahan regulasi dan produksi enzim, 
ukuran dan komposisi sel serta karekteristik genetik. Selama fase adaptasi tersebut 
akan terjadi seleksi dan multiplikasi dari mikroorganisme tersebut. Setelah masa 
adaptasi maka akan diperoleh sel yang mampu hidup pada media dengan konsentrasi 
yang diinginkan (Marrot, dalam Akmal, 2010: 13).  
2. Penentuan Waktu Inkubasi Optimal 
Penentuan waktu inkubasi optimal untuk memperoleh waktu optimum bakteri 
Klebsiella sp. dalam menguraikan fenol. Waktu inkubasi optimal dipoleh dari kurva 
pertumbuhan dan laju degradasi. Pertumbuhan bakteri diukur menggunakan 
Spektrofotometer UV-Vis dengan mengukur Optical Dencity (OD), yang mana nilai 
OD tersebut menunjukkan jumlah sel berdasarkan banyaknya cahaya yang diabsorbsi 
oleh sel-sel dalam suatu larutan. Klebsiella sp.  yang telah diadaptasikan, selanjutnya 
dilakukan pengamatan pola pertumbuhannya pada media Ramsay cair dengan 
konsentrasi fenol awal 341,4 mg/L. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa bakteri 
Klebsiella sp. mampu tumbuh pada media fenol, dimana bakteri menggunakan fenol 
sebagai sumber karbonnya untuk tumbuh. Berdasarkan kurva pertumbuhan (Gambar 
 
 
4.3) menunjukkan fase adaptasi bakteri dimulai dari 0-48 jam. Fase adaptasi 
menjelaskan dimana bakteri mulai menyesuaikan diri dengan lingkungannya. Pada 
fase ini bakteri mempelajari keadaan disekitarnya sehingga mampu bertahan hidup 
pada kondisi tertentu. Pada  48-96 jam bakteri mengalami fase pertumbuhan (fase 
logaritma) selama fase logaritma, bakteri mengalami metabolisme paling cepat dan 
pesat. Pertumbuhan berlangsung sampai salah satu nutrisi dalam media habis dan 
telah terjadi penimbunan hasil-hasil metabolisme yang bersifat racun, sehingga 
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan mikroorganisme. Panjang pendeknya 
waktu generasi pada fase ini sangat tergantung pada spesies mikroorganisme, medium 
dan faktor lingkungan selama pertumbuhan.  
Bakteri mengalami fase stasioner pada 96-114 jam. Pada fase ini pertumbuhan 
bakteri mulai melambat karena nutrisi berkurang sehingga jumlah sel yang mati 
semakin meningkat, sampai terjadi suatu keadaan dimana jumlah sel yang hidup sama 
dengan jumlah yang mati (Rahayu, 2014: 5). Pada 114-120 jam, bakteri mengalami 
fase kematian. Pada fase ini kecepatan kematian meningkat terus menerus sedangkan 
kecepatan pertumbuhan berhenti (Djide, 2008: 210). 
Gambar 4.4 menunjukkan laju degradasi Klebsiella sp. dalam mengurai fenol 
dengan konsentrasi awal fenol 341,4 mg/L. Laju degradasi menggambarkan bahwa 
bakteri Klebsiella sp. mampu mendegradasi 97% fenol dari konsentrasi awal dalam 
waktu 60 jam dengan kecepatan degradasi 5,52 mg/L.jam. Hal ini menunjukkan 
bahwa aktivitas enzim fenol hidroksilase dan katekol 2,3-dioksigenase maksimum 
tercapai pada jam ke-60 yaitu pada fase logaritma.  
 
 
  
 
 
 
Gambar 4.5 Pembentukan Katekol 
Fialova (dalam Akmal, 2010: 14) menyatakan bahwa aktivitas maksimum 
fenol hidroksilase tercapai pada saat dimulainya fase eksponensial (fase logaritma). 
Bakteri dari fase eksponensial menuju fase stasioner memanfaatkan fenol sebagai 
nutrisi (Pelczar, 1986 dalam Dewilda, 2012: 66). 
3. Karakteristik Limbah Cair Sebelum dan Setelah Penambahan Isolat 
Bakteri Klebsiella sp. 
a. Derajat Keasaman (pH) 
Nilai pH merupakan suatu parameter yang penting, baik terhadap kualitas 
proses maupun kualitas limbah akhir. pH mempengaruhi aktivitas dalam 
mendegradasi zat-zat organik untuk diuraikan menjadi senyawa-senyawa lain yang 
lebih sederhana. Hasil yang diperoleh pada penelitian ini, yaitu nilai pH pada ketiga 
limbah sebelum penambahan bakteri bersifat sangat asam yaitu limbah Lab. Analitik 
pH 1, limbah Lab. Kimia Fisika pH 2 dan limbah Lab. Anorganik pH 1. Hal ini 
menunjukkan limbah mengandung asam yang lebih banyak. Sifat asam ini berasal  
dari fenol dan pereaksi-pereaksi asam yang digunakan dalam laboratorium. Setelah 
perlakuan nilai pH mengalami peningkatan yaitu limbah Lab. Analitik pH 2, limbah 
Lab. Kimia Fisika pH 3 dan limbah Lab. Anorganik pH 2. Perbandingan peningkatan 
pH dapat dilihat pada grafik (Gambar 4.6). 
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Gambar 4.6 Nilai pH Limbah Sebelum dan Setelah Penambahan Bakteri  
                       Klebsiella sp.  
 Peningkatan pH terjadi karena adanya zat-zat organik (fenol) yang diuraikan 
oleh bakteri dalam limbah selama masa inkubasi, dilihat dari penurunan kadar fenol 
sebelum dan setelah pengontakkan. Hal ini menunjukkan penurunan kadar fenol 
berpengaruh terhadap peningkatan nilai pH limbah dengan melibatkan aktivitas 
bakteri. Sesuai dengan pernyataan Sastrawijaya (2000:) semakin sedikit zat-zat 
organik diuraikan oleh mikroorganisme maka pH yang dihasilkan semakin basa. 
b. Biochemical Oxygen Demand (BOD) 
Nilai BOD limbah merupakan jumlah oksigen yang dibutuhkan oleh 
mikroorganisme untuk menguraikan zat organik terlarut dan sebagian zat-zat organik 
yang tersuspensi di dalam air.  
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Gambar 4.7 Nilai BOD Limbah Sebelum dan Setelah Penambahan 
                            Bakteri  Klebsiella sp. 
Gambar 4.7 menunjukan perbandingan kadar BOD sebelum dan setelah 
penambahan bakteri. Kadar BOD awal limbah Lab. Analitik 7692,80 mg/L, limbah 
Lab. Kimia Fisika 20003,1 mg/L dan limbah Lab. Anorganik 17692,36 mg/L. 
Sedangkan kadar BOD setelah pengontakkan pada masing-masing limbah diperoleh 
5780 mg/L, 18762 mg/L dan 14520 mg/L. Hasil analisis kadar BOD yang diperoleh 
menunjukkan adanya penurunan setelah pengontakkan dengan bakteri Klebsiella sp. 
sebesar 6,20-24%. Persentase penurunan kadar BOD yang sedikit menunjukkan 
aktivitas bakteri mengoksidasi zat-zat organik dalam jumlah kecil pada limbah. Hal 
ini sesuai dengan adanya penurunan kadar fenol dan peningkatan nilai DO sebesar 
225-300 mg/L pada ketiga limbah tersebut. Menurut Fardiaz (1992) pada tahap 
inkubasi terjadi penguraiaan zat-zat organik oleh mikroorganisme. Penguraian zat-zat 
organik membutuhkan oksigen agar terurai dengan mudah di dalam limbah. Menurut 
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Pelcar dan Chan (2005) besarnya nilai BOD menyatakan jumlah kandungan zat 
organik dalam limbah cair. Selama masa inkubasi bakteri akan mengoksidasi 
senyawa organik dalam limbah sehingga menurunkan kadar BOD. Sesuai dengan 
pernyataan (Polii, 1994: 17) menyatakan bahwa indikator pencemar organik BOD 
didefinisikan sebagai banyaknya oksigen yang dibutuhkan mikroba sehubungan 
dengan penggunaan dan stabilitas bahan organik yang terdapat pada limbah. 
Kandungan oksigen dalam jumlah yang cukup menyebabkan pembusukan biologis 
secara aerobik dari limbah organik akan terus berlangsung sampai semua limbah 
terkonsumsi. Air limbah menjadi produk akhir sel-sel baru serta bahan-bahan organik 
stabil dan hasil akhir lainnya. Mula-mula sebagian air limbah dioksidasi untuk 
melepaskan energi guna pemeliharaan sel serta pembentukan sel baru dengan 
menggunakan sebagian energi yang dilepas selama oksidasi. Akhirnya pada saat 
bahan organik dipakai sel-sel baru mulai memakan sel-selnya sendiri untuk 
mendapatkan energi guna pemeliharaan sel. Proses akhir disebut respirasi endogen. 
Jika istilah CHONS (Carbon, Hydrogen, Oxygen, Nitrogen, Sulphur) dipakai untuk 
mewakili limbah organik dan istilah C5HNO2 mewakili serat-serat sel (Sa‟adah dan 
Winarti, 2011: 7-8). 
Oksidasi: 
CHONS + O2 + bakteri CO2 + H2O + NH3 + produk + energi 
Persenyawaan: 
CHONS + O2 + bakteri + energi C5H7NO2 
Respirasi Endogen: 
C5H7NO2 + 5O2 5O2 + NH3 + H2O 
Gambar 4.8 Mekanisme Reaksi Oksidasi Limbah oleh Bakteri 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.9 DO dalam Limbah Sebelum dan Setelah Penambahan Bakteri  
                  Klebsiella sp.  
Nilai DO menunjukkan jumlah oksigen terlarut dalam air yang berasal dari 
fotosintesa dan absorbsi atmosfer/ udara. Oksigen terlarut sangat dibutuhkan dalam 
proses penyerapan makanan oleh makhluk hidup. Adanya oksigen terlarut di dalam 
air ini akan mencegah bau yang tidak enak. Semakin tinggi DO dalam air, semakin 
baik kehidupan biota airnya dan kualitas air semakin baik, sedangkan nilai BOD 
rendah.  
c. Chemical Oxygen Demand (COD) 
Nilai COD limbah merupakan ukuran banyaknya oksigen total yang 
diperlukan dalam proses oksidasi kimia bahan organik dalam limbah.  
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Gambar 4.10 COD dalam Limbah sebelum dan setelah Penambahan  Bakteri  Klebsiella sp. 
 Gambar 4.10 menunjukan perbandingan nilai COD limbah sebelum dan 
setelah penambahan bakteri Klebsiella sp. Kadar COD awal limbah Lab. Analitik       
19230,50 mg/L, limbah Lab. Kimia Fisika 49999,30 mg/L dan limbah Lab. 
Anorganik 44230,15 mg/L. Sedangkan kadar COD setelah pengontakkan pada 
masing-masing limbah diperoleh 13890 mg/L, 46300 mg/L dan 36114 mg/L. Hasil 
analisis kadar COD menunjukkan adanya penurunan sebesar 7-18% pada ketiga 
limbah tersebut. Persentase penurunan kadar COD yang sedikit disebabkan 
kurangnya oksigen. Menurut Sugiharto (1987 dalam Rahmawati, 2010: 106) pada 
tahap inkubasi terjadi suplai oksigen sehingga zat organik akan dihancurkan secara 
oksidasi dan terjadi penurunan kadar COD. Adanya penurunan kadar fenol antara 
sebelum dan sesudah pengontakkan dapat dikaitkan dengan penurunan kadar COD. 
Fenol dapat diturunkan secara oksidasi dengan adanya oksigen, sehingga dapat 
disimpulkan penurunan kadar fenol berepengaruh terhadap penurunan nilai COD. 
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 d. Total Suspended Solid (TSS) 
TSS merupakan pengukuran jumlah zat padat terapung yang bersifat organik 
maupun zat padat terendap yang dapat bersifat organik maupun anorganik.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.11  TSS dalam Limbah sebelum dan setelah Penambahan  Bakteri  Klebsiella sp. 
Gambar 4.11 menunjukkan perbandingan nilai TSS sebelum dan setelah 
penambahan bakteri. Pada penelitian ini diperoleh nilai TSS untuk limbah Lab. 
Analitik 3460 mg/L, limbah Lab. Kimia Fisika 320 mg/L dan limbah Lab. Anorganik 
108 mg/L. Setelah dilakukan pengontakkan dengan bakteri Klebsiella sp. nilai TSS 
kembali dihitung. Untuk nilai TSS limbah Lab. Analitik sebesar  2050 mg/L, limbah 
Lab. Kimia Fisika 1890 mg/L dan Lab. Anorganik 940 mg/L. Penurunan kadar TSS 
hanya terjadi pada limbah Lab. Analitik sebesar 40,75%, sedangkan kadar TSS 
limbah Kimia Fisika dan Anorganik mengalami peningkatan sebesar 83% dan 88,5%. 
Kenaikan kadar TSS disebabkan adanya logam berat yang mengendap pada limbah. 
Daya larut logam berat dapat menjadi lebih tinggi atau lebih rendah tergantung pada 
kondisi lingkungan. Pada daerah yang kekurangan oksigen, misalnya akibat 
kontaminasi bahan-bahan organik, daya larut logam berat akan menjadi lebih rendah 
dan mudah mengendap (Rachmawatie, 2009: 129-130). Padatan tersuspensi akan 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
4000
Limbah
Analitik
Limbah
Kimfis
Limbah
Anorganik
TS
S 
(m
g/
L)
 
Jenis Limbah 
Sebelum Pengontakkan
Setelah Pengontakkan
 
 
mengikat logam berat dan menyebabkan peningkatan nilai TSS. Sedangkan pada 
limbah Analitik, penurunan nilai TSS disebabkan karena kandungan logam berat 
rendah, sehingga bakteri mampu menurunkan kadar fenol yang menyebabkan nilai 
TSS pada limbah menurun. 
5. Kemampuan Bakteri Klebsiella sp. dalam Mendegradasi Fenol dalam 
Limbah Laboratorium Kimia 
Teknik biodegradasi merupakan salah satu cara alternatif penanganan limbah 
fenol yang lebih efisien. Teknik ini semakin berkembang setelah berhasil diisolasi 
beragam isolat yang mampu mendegradasi fenol dengan sempurna menjadi CO2 dan 
H2O, tanpa menghasilkan produk lain yang bersifat toksik. Dalam proses 
biodegradasi ini memanfaatkan bakteri yang menggunakan senyawa hidrokarbon 
aromatik sebagai sumber karbon dan energi. Sehingga diharapkan bakteri mampu 
tumbuh dalam lingkungan yang tercemar fenol dan  mampu mengurangi cemaran 
fenol terhadap lingkungan. Proses degradasi akan mengurangi bahaya cemaran fenol 
karena hasil degradasinya berupa senyawa yang tidak beracun, sehingga pembuangan 
limbah fenol tidak mencemari lingkungan. Menurut Novembri (dalam Dewilda, 
2012: 66), menunjukkan bahwa degradasi fenol dengan Pseudomonas aeruginosa 
dapat mengaktifkan enzim pendegradasi sehingga diperoleh produk asam asetat. 
Walaupun demikian, penanganan limbah fenol secara biologis tidak mudah dilakukan 
karena fenol merupakan senyawa toksik bagi mikroorganisme tersebut.  
Bakteri diinokulasikan pada limbah yang telah disterilkan bersama media. 
Pengamatan dilakukan setelah 60 jam. Hasil yang diperoleh disentrifuse selama 30 
menit dengan kecepatan 12.000 rpm agar sel bakteri terpisah dari medianya. 
Supernatan yang diperoleh kemudian diukur kadar fenolnya menggunakan UV-Vis 
 dengan metode Folin-Ciocalteau. Supernatan yang ditambahkan dengan pereaksi 
folin akan membentuk kompleks fosfotungstat-fosfomolibdad yang berwarna biru. 
Waran biru yang dihasilkan akan semakin pekat jika konsentrasi fenolnya semakin 
tinggi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.12 Perbandingan Kadar Fenol pada Limbah Laboratorium Kimia  
         sebelum dan setelah Penambahan Bakteri Klebsiella sp.  
Gambar 4.12 menunjukkan penurunan konsentrasi kadar fenol akibat aktivitas 
degradasi fenol oleh bakteri Klebsiella sp. Fenol limbah laboratorium kimia mampu 
didegradasi oleh Klebsiella sp. sebanyak 14-20% dengan konsentrasi awal limbah 
Lab. Analitik 72,8578 ppm, limbah Lab. Kimia Fisika 42,1561 ppm dan limbah     
Lab. Anorganik 1431,000 ppm. Setelah dilakukan pengontakkan dengan bakteri, 
terjadi penurunan konsentrasi fenol dalam limbah. Konsentrasi akhir limbah          
Lab. Analitik 59,2723 ppm, limbah Lab. Kimia Fisika 33,5220 ppm dan limbah     
72,8578 42,1561 
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Lab. Anorganik 1220,0625 ppm dengan waktu kontak 60 jam. Laju degradasi pada 
limbah Lab. Analitik 0,226 mg/L.jam, limbah Lab. Kimia Fisika 0,143 mg/L.jam dan 
limbah Lab. Anorganik 3,515 mg/L.jam. Laju degradasi tersebut lebih rendah 
daripada laju degradasi Klebsiella.sp pada fenol murni, selain itu persentase 
penurunan kadar fenol pada setiap limbah  juga berbeda. Hal ini disebabkan oleh 
banyaknya zat inhibitor dalam limbah laboratorium kimia seperti logam berat yang 
dapat menghambat aktivitas biokimia sel bakteri tersebut. Terdapatnya logam berat 
seperti Cr pada limbah dapat menghambat laju degradasi fenol (Silva dalam Kamal, 
2010: 18). Menurut penelitian Khleifat, dkk (2007: 13) biodegradasi fenol dengan 
Klebsiella oxytoca menunjukkan penurunan kadar fenol sebesar 75% dengan 
konsentrasi awal 100 ppm dalam waktu 72 jam. Semakin lama waktu inkubasi akan 
meningkatkan kepadatan sel awal sehingga memungkinkan fenol terdegradasi sampai 
habis. Namun pada fenol konsentrasi 400 mg/L, sel-sel bakteri tidak dapat 
mendegradasi secara efisien karena kemampuan sel tidak mampu lagi untuk 
menguraikan fenol.  
Proses pemecahan fenol dan mineralisasi oleh mikroorganisme melalui 
destabilisasi cincin aromatis fenol. Bakteri mengeluarkan enzim dioksigenase-cincin 
menghasilkan dihidrodiol dalam proses degradasi. Bakteri mengeluarkan enzimnya 
secara ekstraseluler (eksoenzim), yang mana enzim yang dihasilkan sel kemudian 
dikeluarkan melalui dinding sel sehingga bebas dalam media yang mengelilingi sel 
dan bereaksi memecah bahan organik tanpa tergantung pada sel yang melepaskannya 
(Kurnia, 2010: 15). Senyawa fenol mengalami oksidasi dengan bantuan enzim 
dioksigenase-cincin (ring-dioxygenase) menghasilkan dihidridiol dehidrogenase 
melalui pemecahan meta dengan enzim katekol 2,3-dioksigenase, senyawa katekol 
 diubah menjadi hidroksi mukonat semialdehid. Hasil metabolit ini dapat masuk ke 
siklus TCA (Tricarboxylic Acid). Pada proses ini, bakteri menggunakan fenol sebagai 
sumber karbon untuk melakukan metobolisme sel. Metabolisme sel meliputi sintesis 
sel dan oksidasi sel: 
 
(CH2O) + NH3 + O2 komponen sel + CO2  H2O + panas
enzim
 
Gambar 4.13 Sintesis Sel 
 
komponen sel + O2 CO2 + H2O + NH3 + panas
enzim
 
Gambar 4.14 Oksidasi sel 
 
Terjadinya proses degradasi fenol menjadi asetil-KoA dapat diketahui melalui 
pengurangan kadar fenol dan meningkatnya jumlah sel bakteri pada larutan. Hal ini 
disebabkan fenol yang terdegradasi menjadi asetil-KoA digunakan bakteri dalam 
proses metabolisme tubuh untuk tumbuh dan berkembangbiak. Kemampuan 
degradasi mikroba terhadap senyawa fenol dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti 
jenis mikroba, proses aklimitasi, senyawa toksik dan toleransi mikroba terhadap 
senyawa toksik (Suryanto, 2003: 1). Peningkatan toleransi sel melawan substrat 
beracun dapat meningkatkan kemampuan degradasi bahan pencemar oleh mikroba 
terkait (Heipieper, 1992). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan: 
1. Klebsiella sp. mempunyai waktu inkubasi optimal 60 jam dengan laju 
degradasi 5,52 mg/L.Jam. 
2. Karakteristik limbah laboratorium Kimia UIN Alauddin Makassar sebelum 
dan setelah pengontakkan mengalami perubahan. Konsentrasi fenol, BOD 
dan COD mengalami penurunan, sedangkan nilai pH dan TSS meningkat. 
3. Klebsiella sp. mampu mendegaradasi fenol pada limbah cair laboratorium 
Kimia UIN Alauddin Makassar dengan laju degradasi pada limbah Analitik 
0,226 mg/L.jam, limbah Kimia Fisika 0,143 mg/L.jam dan  limbah 
Anorganik 3,515 mg/L.jam dengan waktu kontak 60 jam.  
B. Saran  
 Pada peneliti selanjutnya, sebaiknya melakukan adaptasi Bakteri Klebsiella 
sp. pada media Ramsay yang mengandung fenol dengan peningkatan konsentrasi 
fenol secara bertahap, sehingga dapat dihasilkan bakteri yang mampu mendegradasi 
fenol dalam kadar tinggi. 
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LAMPIRAN 1 
 
Skema Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat Bakteri 
Klebsiella sp. 
Penentuan Waktu Inkubasi 
Optimal 
Uji Pendahuluan 
(Kadar fenol, pH, BOD, 
COD dan TSS) 
Uji Kemampuan Bakteri Klebsiella sp. 
dalam Mendegradasi Fenol pada 
Limbah Laboratorium 
 
Peremajaan
Pembuatan 
Inokulum
Hasil
Limbah Laboratorium 
Kimia 
Uji Akhir 
(Kadar fenol, pH, BOD, 
COD dan TSS) 
51 5
 
 
LAMPIRAN 2 
 
Skema Prosedur Penelitian 
1. Pembuatan Medium 
a. Medium NA 
 
 
- Ditimbang 2,3 g  
- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 
- Dilarutkan dengan aquadest 100 mL 
- Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 
menit 
 
 
b. Medium NB 
 
 
- Ditimbang 0,8 g  
- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 
- Dilarutkan dengan aquadest 100 mL 
- Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 
menit 
-   
 
c. Medium Ramsay 
 
 
 
  
- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL 
- Dilarutkan dengan aquadest 100 mL 
- Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 
menit 
-  
Nutrient Agar 
Hasil 
Hasil 
Nutrient Broth 
Hasil 
Sebanyak 0,2 g NH4NO3; 
0,05 g KH2PO4; 0,1 g 
K2HPO4; 0,05 g MgSO4; 
0,001 g CaCl2; 0,01 g KCl;  
dan 0,006 g yeast ekstrak 
56 
 2. Peremajaan Isolat Bakteri Klebsiella sp. 
 
 
- Bakteri diinokulasikan pada cawan petri (yang telah berisi 
media NA) 
- Diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam 
-   
 
3. Adaptasi 
 
- Diinokulasikan bakteri Klebsiella sp.hasil peremajaan 
pada media Ramsay dengan konsentrasi fenol 500 ppm. 
- Diinkubasi pada suhu 37oC selama 48 jam 
 
 
4. Penentuan Waktu Inkubasi Optimal 
 
 
- Bakteri Klebsiella sp. diinokulasikan sebanyak 4 ose ke 
dalam media ramsay. 
- Diinkubasi pada shaker water bath (suhu 37oC, 150 rpm) 
selama 120 jam 
- Dilakukan pengukuran  nilai optical density (OD) 
(panjang gelomban 600 nm) dan kadar fenol setiap 6 jam 
(panjang gelombang 765 nm) menggunakan 
spektrofotometer UV-VIS.  
 
 
 
 
Hasil 
Isolat  Klebsiella sp.  
Hasil 
Isolat  Klebsiella sp.  
Hasil 
Isolat  Klebsiella sp.  
 
 
5. Pemeriksaan Limbah 
a. Derajat keasaman (pH) 
 
 
Diukur dengan kertas pH universal  
-   
-  
b. Pemeriksaan TSS 
 
 
- Diaduk agar homogen, menyaring (kertas saring yang 
sudah dicuci 3x dengan 10 mL air suling, dibiarkan kering 
sempurna) 
- disaring dengan vakum selama 3 menit 
- Kertas saring dan residu dikeringkan dalam oven selama  
1 jam pada suhu 103ºC  
- Didinginkann dalam desikator  
- Tahapan pengeringan, pendinginan dalam desikator dan 
penimbangan sampai diperoleh berat konstan  
 
6. Pengukuran Kadar Fenol dengan Spektrofotometer UV-Vis 
a. Preparasi Sampel 
 
 
- Disaring dengan kertas saring Whatman no.42 
- Dilanjutkan pada tahap pengukuran kadar fenol 
 
 
b. Pembuatan Larutan Standar Fenol 
 
 
- Dibuat larutan induk fenol 1000 mg/L  
- Dibuat larutan baku fenol 100 mg/mL dalam 100 mL 
- Pembuatan larutan kerja fenol dengan konsentrasi 2 mg/L; 
4 mg/L; 6 mg/L; 8 mg/L dan 10 mg/L dalam 50 mL 
Hasil 
Limbah
Hasil 
Limbah
Hasil 
Limbah
Hasil 
Fenol
 c. Mengukur Kadar Fenol dalam limbah  
 
 
- Dimasukkan 1 mL ke dalam tabung reaksi dan 
menambahkan aquades sebanyak 9 mL . 
- Divortex selama 30 detik. 
- Ditambahkan sebanyak 0,2 mL Reagen folin-ciocalteau 
- Ditambahkan 2 mL Natrium karbonat 20% dengan segera 
- Divortex kembali dan dibiarkan pada suhu kamar selama 
2 jam 
- Dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 765 nm. 
- Cara yang sama dilakukan terhadap larutan standar fenol. 
-  
 
7. Uji Kemampuan Bakteri Klebsiella sp. dalam Mendegradasi Fenol pada 
Limbah Laboratorium 
 
 
-  
- Diambil 4 ose, diionokulasi pada media uji steril (nutrisi : 
limbah)  
- Diinkubasi dan mengocok (37oC, 150 rpm) selama 60 
jam. 
- Pengukuran kadar fenol (panjang gelombang 765 nm).  
 
 
, 
Isolat Bakteri 
Klebsiella sp. 
Hasil 
Limbah siap uji  
Hasil 
 
 
LAMPIRAN 3 
DATA PERHITUNGAN KONSENTRASI FENOL DAN TSS 
A. Analisis Kadar Fenol Awal dalam Limbah 
1. Tabel Absorbansi Larutan Standar dan Sampel 
Tabel 1.1 Absorbansi Larutan Standar pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
Blanko 
Standar Fenol 2 ppm 
Standar Fenol 4 ppm 
Standar Fenol 6 ppm 
Standar Fenol 8 ppm 
Standar Fenol 10 ppm 
0.0000 
0.1910 
0.3493 
0.5060 
0.6570 
0.7903 
Tabel 1.2 Absorbansi Larutan Sampel pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
Limbah Analitik 
Limbah Kimfis 
Limbah Anorganik 
0.5954 
0.3539 
0.2024 
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 2. Data Kurva Standarisasi 
No. Konsentrasi 
Standar (x) Fenol 
Absorbansi 
(y) Fenol 
x
2 
y
2 
x.y 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
0 ppm 
2 ppm 
4 ppm 
6 ppm 
8 ppm 
10 ppm 
 
0.0000 
0.1910 
0.3493 
0.5060 
0.6570 
0.7903 
0 
4 
16 
36 
64 
100 
0.0000 
0.0346 
0.1220 
0.2560 
0.4316 
0.6245 
0.0000 
0.3820 
1.3972 
3.0360 
5.2560 
7.9030 
n=6 30 2.4936 220 1.4707 17.9742 
3. Analisis Data 
a) Persamaan Garis Linear 
       
 
  
          
          
 
 
  
                         
           
 
 
  
               
        
 
 
  
       
   
 
 
          
 
 
 
                         
 
                     
 
                
 
         
 
b) Nilai Absorbansi Kurva Standar 
1) Larutan Standar Fenol 2 ppm 
        
                     
                 
          
2) Larutan Standar Fenol 4 ppm 
        
                     
                 
          
3) Larutan Standar Fenol 6 ppm 
        
                     
                 
          
4) Larutan Standar Fenol 8 ppm 
        
                     
                  
          
5) Larutan Standar Fenol 10 ppm 
        
                      
                
         
c) Nilai Regresi 
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d) Grafik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) Konsentrasi Fenol dalam Limbah Cair Laboratorium Kimia 
1) Konsentrasi Fenol Limbah Analitik 
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2) Konsentrasi Fenol Limbah Kimfis 
       
                          
                       
  
  
      
       
 
 
              
 
  
                     
 
                               
 
                            
 
3) Konsentrasi Fenol Limbah Anorganik 
       
                          
                       
  
  
      
       
 
 
             
 
  
                     
 
                               
 
                             
 
 
 
 
B. Pengukuran Kadar TSS 
1. Sebelum Pengontakkan dengan Bakteri Klebsiella sp.  
a. Limbah Analitik 
 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
            
      
     
 
             
b. Limbah Kimfis 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
            
      
     
 
            
c. Limbah Anorganik 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
             
      
     
 
           
 
 2. Setelah Pengontakkan dengan Bakteri Klebsiella sp. 
a. Limbah Analitik 
 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
             
      
      
 
             
b. Limbah Kimfis 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
             
      
     
 
             
c. Limbah Anorganik 
          
      
     
 
 
                      
      
     
 
 
             
      
     
 
            
 
 
 
 
C. Analisis Kadar Fenol dan Laju Degradasi 
1. Waktu Inkubasi 0-66 Jam 
Tabel Absorbansi Standar dan Sampel  
Tabel 1.1 Absorbansi Larutan Standar pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
Blanko 
Standar Fenol 2 ppm 
Standar Fenol 4 ppm 
Standar Fenol 6 ppm 
Standar Fenol 8 ppm 
Standar Fenol 10 ppm 
0.0000 
0.1796 
0.3345 
0.4803 
0.6087 
0.7146 
 
Tabel 1.2 Absorbansi Larutan Sampel pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Waktu (Jam) Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
10. 
11. 
12. 
0 
6 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 
54 
60 
66 
0.5192 
0.5188 
0.5136 
0.4800 
0.5217 
0.5028 
0.5172 
0.5096 
0.4533 
0.3317 
0.0872 
0.0682 
  
Tabel 1.3 Data Kurva Standarisasi 
No. Konsentrasi 
Standar (x) Fenol 
Absorbansi 
(y) Fenol 
x
2 
y
2 
x.y 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
 
2 ppm 
4 ppm 
6 ppm 
8 ppm 
10 ppm 
 
0.1796 
0.3345 
0.4803 
0.6087 
0.7146 
4 
16 
36 
64 
100 
0.0322 
0.1118 
0.2306 
0.3705 
0.5106 
0.3592 
1.3380 
2.8818 
4.8696 
7.1460 
n=5 30 2.3177 220 1.2557 16.5946 
 
Analisis Data  
a) Persamaan Garis Linear 
       
 
  
          
          
 
 
  
                         
           
 
 
  
             
        
 
 
  
      
   
 
 
          
 
 
 
                         
 
                     
 
                 
 
   0.06024 
 
b) Nilai Absorbansi Kurva Standar 
1) Larutan Standar Fenol 2 ppm 
        
                      
                  
          
2) Larutan Standar Fenol 4 ppm 
        
                      
                  
          
3) Larutan Standar Fenol 6 ppm 
        
                      
                  
         
4) Larutan Standar Fenol 8 ppm 
        
                      
                    
          
5) Larutan Standar Fenol 10 ppm 
        
                       
                 
          
c) Nilai Regresi 
 
   
          
√                            
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√                         
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d) Grafik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) Konsentrasi Fenol dalam Media Ramsay 
 Konsentrasi Fenol 0 jam pada Media Ramsay 
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Tabel 1.4 Konsentrasi Fenol 0-60 Jam pada Media Ramsay 
Waktu 
(Jam) 
Abs Abs-a x x.Fp 
0 0,5192 0,4589 6,8289 341,4435 
6 0,5188 0,4585 6,8229 341,1458 
12 0,5136 0,4533 6,7455 337,2768 
18 0,4800 0,4197 6,2455 312,2768 
24 0,5217 0,4614 6,8661 343,3036 
30 0,5028 0,4425 6,5848 329,2411 
36 0,5172 0,4569 6,7991 339,9554 
42 0,5096 0,4493 6,6860 334,3006 
48 0,4533 0,3930 5,8482 292,4107 
54 0,3317 0,2714 4,0387 201,9345 
60 0,0872 0,0269 0,4003 10,0074 
66 0,0682 0,0079 0,1176 2,9390 
 
2. Waktu Inkubasi 72-120 Jam 
Tabel Absorbansi Standar dan Sampel  
Tabel 2.1 Absorbansi Larutan Standar pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
Blanko 
Standar Fenol 2 ppm 
Standar Fenol 4 ppm 
Standar Fenol 6 ppm 
Standar Fenol 8 ppm 
Standar Fenol 10 ppm 
0.0000 
0.1880 
0.3524 
0.5087 
0.6463 
0.7509 
 
 
 
 
 
Tabel 2.2 Absorbansi Larutan Sampel pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Waktu (Jam) Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
72 
78 
84 
90 
96 
102 
108 
114 
120 
0.0176 
0.0161 
0.0178 
0.0163 
0.0217 
0.0275 
0.0227 
0.0343 
0.0257 
 
Tabel 2.3 Data Kurva Standarisasi 
No. Konsentrasi 
Standar (x) Fenol 
Absorbansi 
(y) Fenol 
x
2 
y
2 
x.y 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
2 ppm 
4 ppm 
6 ppm 
8 ppm 
10 ppm 
0.1880 
0.3524 
0.5087 
0.6463 
0.7509 
4 
16 
36 
64 
100 
0.0353 
0.1241 
0.2587 
0.4177 
0.5638 
0.3760 
1.4096 
3.0522 
5.1704 
7.5090 
n=5 30 2.4463 220 1.3996 17.5172 
 
 
 
 Analisis Data  
a) Persamaan Garis Linear 
       
 
  
          
          
 
 
  
                         
           
 
 
  
             
        
 
 
  
      
   
 
 
         
 
                         
 
                    
 
                
 
         
 
b) Nilai Absorbansi Kurva Standar 
1) Larutan Standar Fenol 2 ppm 
        
                    
                
 
 
         
2) Larutan Standar Fenol 4 ppm 
        
                    
                
         
3) Larutan Standar Fenol 6 ppm 
        
                    
                
         
4) Larutan Standar Fenol 8 ppm 
        
                    
                
        
5) Larutan Standar Fenol 10 ppm 
        
                     
               
         
 
 
 
 c) Nilai Regresi 
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f) Grafik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0,0755x + 0,0302 
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g) Konsentrasi Fenol dalam Media Ramsay 
 
Tabel 1.4 Konsentrasi Fenol 0-60 Jam pada Media Ramsay 
Waktu (Jam) Abs Abs-a x x.Fp 
72 0,0176 -0,0458 -0,6451 -6,4507 
78 0,0161 -0,0473 -0,6662 -6,662 
84 0,0178 -0,0456 -0,6423 -6,4225 
90 0,0163 -0,0471 -0,6634 -6,6338 
96 0,0217 -0,0417 -0,5873 -5,8732 
102 0,0275 -0,0359 -0,5056 -5,0563 
108 0,0227 -0,0407 -0,5732 -5,7324 
114 0,0343 -0,0291 -0,4099 -4,0986 
120 0,0257 -0,0377 -0,531 -5,3099 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 h) Laju Degradasi 
  
               
     
 
 
 
Tabel Laju Degradasi 
Waktu (Jam) Laju Degradasi 
(mg/L.Jam) 
0 0,0000 
6 0,0496 
12 0,3472 
18 1,6204 
24 -0,0775 
30 0,4067 
36 0,0413 
42 0,1701 
48 1,0215 
54 2,5835 
60 5,5239 
66 5,1289 
72 4,8319 
78 4,4629 
84 4,1413 
90 3,8675 
96 3,6179 
102 3,3971 
108 3,2146 
114 3,0311 
120 2,8896 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. Analisis Kadar Fenol Akhir dalam Limbah 
1. Tabel Absorbansi Larutan Standar dan Sampel 
Tabel 3.1 Absorbansi Larutan Standar pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
Blanko 
Standar Fenol 2 ppm 
Standar Fenol 4 ppm 
Standar Fenol 6 ppm 
Standar Fenol 8 ppm 
Standar Fenol 10 ppm 
0.0000 
0.1812 
0.3475 
0.5000 
0.6293 
0.7467 
 
Tabel 3.2 Absorbansi Larutan Sampel pada Panjang Gelombang 765 nm 
No. Larutan Absorbansi 
1. 
2. 
3. 
Limbah Analitik 
Limbah Kimfis 
Limbah Anorganik 
0. 4758 
0.2939 
0.1950 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabel 2.3 Data Kurva Standarisasi 
No. Konsentrasi 
Standar (x) Fenol 
Absorbansi 
(y) Fenol 
x
2 
y
2 
x.y 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
2 ppm 
4 ppm 
6 ppm 
8 ppm 
10 ppm 
0.1812 
0.3475 
0.5000 
0.6293 
0.7467 
4 
16 
36 
64 
100 
0.0328 
0.1207 
0.2500 
0.3960 
0.5575 
0.3624 
1.3900 
3.0000 
5.0344 
7.4670 
n=5 30 2.4047 220 1.357 17.2538 
 
2. Analisis Data  
a. Persamaan Garis Linear 
       
 
  
          
          
 
 
  
                         
           
 
 
  
             
        
 
 
  
      
   
 
 
          
 
                         
 
 
 
                      
 
                  
 
         
 
b. Nilai Absorbansi Kurva Standar 
1. Larutan Standar Fenol 2 ppm 
        
                     
                 
          
2. Larutan Standar Fenol 4 ppm 
        
                     
                
         
3. Larutan Standar Fenol 6 ppm 
        
                     
                
         
4. Larutan Standar Fenol 8 ppm 
        
                     
                
          
5. Larutan Standar Fenol 10 ppm 
        
                      
                
         
c. Nilai Regresi 
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d. Grafik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e. Konsentrasi Fenol dalam Limbah Cair Laboratorium Kimia 
1) Konsentrasi Fenol Limbah Analitik 
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2) Konsentrasi Fenol Limbah Kimfis 
       
                          
                       
  
  
      
       
 
 
             
 
  
                     
 
                              
 
                            
 
3) Konsentrasi Fenol Limbah Anorganik 
       
                           
                       
  
  
      
       
 
 
             
 
  
                     
 
                               
 
                              
 
 
 
f. Laju Degradasi 
 
1) Limbah Analitik 
 
               
     
 
 
 
               
               
   
 
 
               
         
   
 
 
                      
 
2) Limbah Kimfis 
 
               
     
 
 
 
               
                
   
 
 
               
        
   
 
 
                      
 
3) Limbah Analitik 
 
               
     
 
 
 
               
                  
   
 
 
                
          
   
 
 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LAMPIRAN 4 
PERHITUNGAN PERSENTASE KADAR FENOL, TSS, BOD DAN COD 
A. Kadar Fenol 
1. Limbah Lab. Anlitik 
 
  
                                  
                
       
 
  
               
       
      
 
         
2. Limbah Lab. Kimia Fisika 
 
  
                                  
                
       
 
  
               
       
       
 
         
 
3. Limbah Lab. Anorganik 
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 B. TSS 
1. Limbah Lab. Anlitik 
 
  
                                  
                
       
 
  
         
    
      
 
         
2. Limbah Lab. Kimia Fisika 
 
  
                                     
                  
       
 
  
        
    
       
 
          
 
3. Limbah Lab. Anorganik 
 
  
                                     
                  
       
 
  
      
   
       
 
         
 
 
 
 
 
 
C. BOD 
1. Limbah Lab. Anlitik 
 
  
                                  
                
       
 
  
            
       
      
 
         
2. Limbah Lab. Kimia Fisika 
 
  
                                  
                
       
 
  
             
       
       
 
        
 
3. Limbah Lab. Anorganik 
 
  
                                  
                
       
 
  
              
        
       
 
         
 
 
 
 
 D. COD 
1. Limbah Lab. Anlitik 
 
  
                                  
                
       
 
  
              
        
      
 
         
2. Limbah Lab. Kimia Fisika 
 
  
                                  
                
       
 
  
              
        
       
 
        
 
3. Limbah Lab. Anorganik 
 
  
                                  
                
       
 
  
              
        
       
 
         
 
 
 
 
 
 
E. Laju Degradasi 60 Jam 
 
  
                                  
                
       
 
  
                
        
       
 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LAMPIRAN 5 
NILAI OD PADA PERTUMBUHAN BAKTERI Klebsiella sp. 
Waktu (Jam) Optical Density 
0 0,0088 
6 0,0487 
12 0,0615 
18 0,0610 
24 0,0458 
30 0,0602 
36 0,0587 
42 0,0462 
48 0,0643 
54 0,0884 
60 0,2041 
66 0,2173 
72 0,3004 
78 0,3776 
84 0,4256 
90 0,4101 
96 0,3886 
102 0,3975 
108 0,3918 
114 0,3918 
120 0,3714 
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LAMPIRAN 6 
DOKUMENTASI PENELITIAN 
A. Pengukuran Karakteristik Limbah Cair Laboratorium 
1. Pengukuran pH 
Kertas  pH sebelum pencelupan pada limbah 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Sebelum Penambahan Bakteri Klebsiella sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Limbah Lab. Analitik    pH 1 
 
94 
  
 
 
 
 
 
 
 
               Limbah Lab.Kimia Fisika    pH 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 Limbah Lab. Anorganik    pH 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Setelah Penambahan Bakteri Klebsiella sp. 
 
 
 
 
 
 
Hasil Pengontakkan dengan Bakteri Klebsiella sp. 
 
 
 
 
 
        
Limbah Lab. Analitik pH 2  Limbah Lab. Kimia Fisika pH 3
  
 
 
      
 
 
     Limbah  Lab. Anorganik pH 2 
 
 
 4. Pengukuran BOD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Pengukuran kadar DO dan BOD pada Limbah Cair Laboratorium Kimia  
5. Pengukuran COD 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pencampuran dengan pereaksi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Pengukuran Kadar COD 
6. Pengukuran TSS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Penyaringan menggunakan Pompa Vakum 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  Mendinginkan dalam Desikator   
         Setelah Pengeringan 
Hasil Penimbangan dan Pengeringan menggunakan oven 
 
 
 
 
 
 
 
Limbah Lab. Analitik                    Limbah Lab. Kimia Fisika 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Limbah Lab. Anorganik 
Setelah Pengontakkan dengan Bakteri Klebsiella sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Limbah Lab. Analitik    Limbah Lab. Kimia Fisika 
 
 
 
 
 
 
 
    Limbah Lab. Anorganik 
 B. Aktivitas Bakteri Klebsiella sp. dalam Mendegradasi Fenol dalam 
Limbah Laboratorium Kimia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Limbah + Media + Bakteri (Sebelum Inkubasi) 
 
 
 
 
 
 
 
\ 
Proses Sentrifuge setelah Inkubasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Limbah + Media + Bakteri (Setelah Inkubasi) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Mengukur kadar fenol dan pertumbuhan bakteri  
        menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 
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